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CAROTENOIDES. RELACION ESTRUCTURA-FUNCION
1. Generalidades

Durante mas de cien afios los carotenoides han atraido la atencién de
muchos investigadores en diferentes ambitos de las ciencias como la
quimica, bioquimica, biologia, ciencia y tecnologia de alimentos y
farmacologia, debido a sus propiedades como pigmentos naturales y a que
muchos de ellos son precursores de vitamina A.

Los carotenoides se distribuyen ampliamente en la naturaleza y los
encontramos como pigmentos responsables de los colores rojos, amarillos
y naranjas en frutos, raices, flores, peces, aves y crustdceos. Ademads se
encuentran en microorganismos como algas, hongos y levaduras.

En general los carotenoides tienen un esqueleto basico con estructura
quimica simétrica lineal de 40 carbonos, construida con ocho isoprenoides
de cinco carbonos cada uno. Esta estructura puede estar modificada de
diversas maneras ya sea por hidrogenacion, deshidrogenacion, ciclacion,
isomerizacion, etc. Se ha identificado una gran variedad de carotenoides,
aquellos que poseen solo la estructura de la cadena hidrocarbonada se
conocen como carotenos, mientras que los que contienen oxigeno se
conocen con el nombre de xantofilas. Los grupos sustituyentes mas
comunes son los grupos hidroxi (OH) y epoxi (los mas comunes 5,6 y 5,8-
epoxi).

Los carotenoides, independientemente si son carotenos o xantofilas,
pueden ser aciclicos como el fitoflueno o el licopeno, o ciclicos ya sea
mono o biciclicos. La ciclacion puede ocurrir en cualquiera de los
extremos terminales o en ambos. El y caroteno es un ejemplo de
carotenoide monociclico, mientras que el a- y [-caroteno son biciclicos al
igual que la zeaxantina y la astaxantina'.
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En las ultimas décadas, los carotenoides presentes en los alimentos se han
asociado a procesos bioldgicos que pueden tener relevancia fisiologica
para la salud y enfermedades cronico-degenerativas. Algunas de las
acciones biolodgicas de los carotenoides incluyen la actividad antioxidante,
comunicacion intercelular, diferenciacion celular, estimulacion del sistema
inmune e inhibicién de los procesos de mutagénesis. Diversos estudios en
modelos in vitro y en modelos animales in vivo, han hecho surgir una serie
de hipotesis relacionadas con el papel de los carotenoides en la salud y en
la enfermedad.

Krinsky” ha clasificado y descrito adecuadamente los efectos biologicos de
los carotenoides en términos de funciones, acciones y asociaciones con la
salud. La tnica funcion bioldgica universalmente aceptada de los
carotenoides en relacion con la salud humana es su papel como precursores
de vitamina A.

Como es de esperar las funciones bioldgicas, acciones y asociaciones de
los carotenoides estan relacionadas con su estructura quimica y
propiedades fisicoquimicas. Un anillo ionona sin sustituir, parte de la
estructura quimica del B-caroteno, a-caroteno y B-criptoxantina, otorga a
estos carotenoides la capacidad de metabolizarse a vitamina A en los
mamiferos. Por otro lado, el sistema conjugado de dobles enlaces es
responsable de las propiedades antioxidantes in vitro, por lo que se ha
atribuido a estos compuestos un papel protector contra del estrés oxidativo
asociado a las enfermedades cronico-degenerativas. Sin embargo in Vivo,
resulta dificil identificar un mecanismo de accion especifico y su relacion
con alguna de estas enfermedades, por lo que existen vacios en el
conocimiento de las funciones, acciones y asociaciones con estados
patologicos especificos. En este sentido las relaciones entre la estructura y
la funcién podran ser un punto de partida para nuevas hipdtesis y usos
potenciales en la salud de estos compuestos.
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Se han identificado y aislado mas de 600 carotenoides diferentes de fuentes
naturales’. Afortunadamente los carotenoides pueden ser considerados
como un grupo en términos de su estructura quimica basica y de sus
propiedades fisicas.

Los carotenoides se sintetizan por la uniéon extremo-extremo de moléculas
de 20 carbonos de geranio-geranil difosfato, por lo que se produce un
esqueleto comun de 40 carbonos a partir del cual se derivan las variaciones
individuales. En la figura 1 pueden verse dos estructuras que muestran los
extremos estructurales y funcionales de este grupo de compuestos.

Figura 1.- Estructura quimica de licopeno, un carotenoide aciclico y de
zeaxantina, un carotenoide ciclico.
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Tradicionalmente los carotenoides han recibido nombres triviales,
usualmente de las fuentes naturales de las que se aislaron por primera vez.
Esto sigue siendo una practica comun sobre todo en la biologia aunque la
IUPAC ha publicado reglas especificas®. A partir de esto se ha desarrollado
una forma semisistemdtica de nomenclatura donde se usa el término
caroteno precedido de la letra griega que designa los dos grupos
terminales. Debido a que muchos carotenoides tienen actividad 6ptica, la
quiralidad se indica con el sistema convencional R-S. Algunos
carotenoides tienen una estructura de menos de 40 atomos de carbono
debido a la pérdida del esqueleto original.

Las reacciones quimicas de los grupos en los extremos de los carotenoides
son importantes para la caracterizacion, derivacion y sintesis. En general,
la cadena polieno es la parte mas importante en la molécula en cuanto a su
reactividad con otros compuestos. Esto es debido a que es un sistema rico
en electrones y susceptible de ser atacada por reactivos electrofilicos. En
este sentido, se puede decir que es la responsable de la inestabilidad y
oxidacion de los carotenoides y es la caracteristica mas importante en
relacion a las propiedades antioxidantes.

En los organismos vivos los carotenoides normalmente se localizan en las
membranas, donde forman parte integral de éstas. El estudio del
comportamiento de estas moléculas en sistemas de membranas ha dado
informacion acerca de la interaccion y de la orientacion de los
carotenoides. Se sabe que esta ultima depende de las propiedades
fisicoquimicas de la molécula. Ademas, la presencia de carotenoides en las
membranas sera capaz de modificar las propiedades mecanicas, la fluidez e
inclusive la permeabilidad de diferentes tipos de moléculas incluyendo el
0,.

Los carotenoides estan fuertemente estabilizados por proteinas, por lo que
in vivo son mucho mas estables que aquellos que son sintetizados en el
laboratorio. El transporte y la funcionalidad de los carotenoides en
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ambientes hidréfilos dependen de su asociacion con los dominios
hidréfobos de las proteinas. Las interacciones con proteinas, también
modifican las propiedades fisicoquimicas. En la interaccion de la
astaxantina con proteinas en los crustdceos, para formar caroteno-proteinas
como la a-crustacianina, se produce un efecto batocromico del espectro de
absorcion de la luz por una modificacion en la distribucion de la densidad
electronica, cambiando de un maximo de absorcion de 480 nm a 632 nm>

Muchas de las enfermedades cronico-degenerativas, incluyendo el cancer y
las enfermedades cardiovasculares, tienen en alguna etapa como factor
comun procesos de oxidacion que son mediados por radicales libres. Para
ser un antioxidante efectivo, una molécula debe ser capaz de retirar esos
radicales ya sea reaccionando con ellos para dar productos inocuos o
frenando las reacciones en cascada de los radicales libres’, aspectos que se
describen ampliamente para la astaxantina mas adelante.

2. Astaxantina

La astaxantina es una xantofila u oxicarotenoide (3,3’-dihidroxi-f, -
caroteno-4, 4’-diona) responsable de la coloraciéon de los salmones,
truchas, langostas, langostinos, flamencos; asi como de varias especies de
algas y levaduras. Historicamente este pigmento se ha obtenido de fuentes
naturales, con el fin de aumentar la pigmentacion de salmoénidos criados de
manera intensiva, ya que la coloracién del musculo es uno de los criterios
mas importantes en la calidad de estos productos que determina su valor en
el mercado. Debido a que las fuentes naturales de astaxantina no
aseguraban una calidad constante del pigmento, algunas empresas de
importancia en el area de la quimica intentaron la sintesis en el laboratorio.
Es a partir de la mitad de la década de los 80 cuando se tiene disponible
este producto en el mercado en dos presentaciones: una con el 5% y otra
con el 10% de pigmento’. A partir del uso en la cria de peces se observan
una serie de ventajas en su utilizacion, que no solamente se refieren a la
coloracion de los productos, sino al rendimiento de los sistemas de
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produccion donde se utilizan, ya que la mortalidad de los animales se
reduce, presentan menos estrés fisiologico y les permite un mayor
crecimiento®.

En la figura 2 se muestra la estructura quimica de la astaxantina que se
puede encontrar en tres isomeros Opticos 3R,3’R; 3R,3’S; 3S,3’S.
Estructuralmente esta relacionada con el [-caroteno, la luteina y la
zeaxantina, sin embargo, tiene caracteristicas muy particulares debido a la
presencia de grupos OH y ceto (C=0) en los dos anillos extremos. Esto le
confiere una serie de caracteristicas Unicas como la posibilidad de
esterificarse, un poder antioxidante no solamente limitado a sus dobles
enlaces conjugados sino a los grupos mencionados en sus dos anillos, y
una polaridad alta con respecto a la generalidad de xantofilas’.

Se encuentra en forma natural conjugada con proteinas o esterificada con
uno o dos acidos grasos y en forma libre es especialmente susceptible a la
oxidacion. Debido a su estructura de dobles enlaces conjugados, es capaz
de absorber luz en el intervalo de la luz visible por lo que es un cromdforo.
Las variaciones en la luz absorbida vienen dadas por la concentracion de la
astaxantina asi como por su asociacion con otras moléculas. Es insoluble
en agua, soluble en la mayoria de los solventes orgéanicos, ya que debido a
su mayor polaridad es soluble en solventes donde otros carotenoides no lo
son como el etanol y el metanol.
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Figura 2.- Estructura quimica de astaxantina (3,3’-dihidroxi-f3, B-caroteno-4, 4’-
diona).

En la figura 3 se muestran resumidas sus propiedades fisicas y quimicas.
Muchas de las actividades biologicas de esta molécula han sido atribuidas
a su capacidad antioxidante. Algunos autores han resaltado su capacidad de
“desactivar” radicales libres y sobre todo de estabilizar el oxigeno singlete.
Otros autores mencionan que esa capacidad antioxidante es debida a sus
grupos C=O por lo que al compararlo con el B-caroteno y la zeaxantina
resulta interesante esta capacidad especialmente alta’. Irénicamente, la
misma cadena de polieno y los grupos C=0 son la principal causa de su
inestabilidad quimica.
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Figura 3.- Principales propiedades fisicoquimicas de la astaxantina.

Debido a su alta capacidad como antioxidante, se le han atribuido diversas
propiedades y beneficios para la salud, aspecto que se revisa mas adelante.

Se han publicado pocos trabajos acerca de la farmacocinética y de la
biodisponibilidad de la astaxantina. Un trabajo reciente demuestra la
presencia de isomeros geométricos Z/E y Opticos R/S de astaxantina sin
esterificar en plasma, después de haber administrado una dosis unica de
astaxantina como mezcla de isdbmeros 3R/S3’ de diésteres de acidos grasos.
Los autores muestran que el isomero Z se absorbe de manera selectiva
alcanzando una concentracion plasmatica que representa el 32% del total
después de 6 a 7,5 horas postprandial y que el isomero E se asocia
preferentemente a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y a las
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proteinas de quilomicrones plasmaticos en comparacién con la cantidad
encontrada en asociacion con las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
en las de alta densidad (HDL). Sus resultados sugieren que existe un
proceso selectivo para que el isémero Z predomine sobre el E y que este
proceso puede estar ligado a una hidrolisis selectiva o diferencial de los
¢ésteres de acidos grasos de astaxantina durante el proceso de digestion y
absorcion'’.

También se han reportado datos sobre biodisponibilidad y farmacocinética
de astaxantina, se administrd oralmente en dosis tnica de 40 mg en adultos
sanos. Se utilizaron tres formulaciones con base lipidica en igual
concentracion y se compard con una referencia con base no lipidica
(dextrina y gelatina). Cabe resaltar que la biodisponibilidad de las
presentaciones con base lipidica fue de 1,7 a 3,7 veces superior a la de
referencia, siendo mejor la formulacidén con polisorbato 80. El area bajo la
curva de concentracion de astaxantina en plasma frente al tiempo, estuvo
entre 1347 y 4960 pg/h/l. Se menciona que la cinética sigue un modelo
monocompartimental, con una vida media de 15,9 £ 5,3 h, con valores de
concentracion maxima de 55,2 + 15,0 a 191,5 +£ 59,3 ug/l“.

Existen diferentes trabajos sobre los beneficios de la astaxantina para la
salud, lo comun en estos trabajos es que la capacidad antioxidante tan alta
con respecto a otros antioxidantes naturales es la clave de sus diversas
propiedades. Asi se encuentran datos de sus propiedades como
fotoprotector a las cuales se asocia su posible aplicacion en la salud de la
piel y de los ojos, sus propiedades anti-inflamatorias, anticancerigenas,
como  inmuno-modulador, su  aplicacion en  enfermedades
neurodegenerativas, en la funcidon hepdatica y desintoxicaciéon y sus
beneficios para el sistema cardiovascular. Si bien se han encontrado
trabajos sobre otros aspectos como la salud reproductiva y en diabetes,
aqui solo se mencionaran de manera muy general los mas importantes
haciendo énfasis en la parte que corresponde al sistema cardiovascular.
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La astaxantina, como otros carotenoides, tiene un papel en la naturaleza
como fotoprotector en contra de los posibles dafios causados por la
radiacion ultravioleta. La exposicion de los tejidos a este tipo de radiacion
produce oxigeno singlete y otros radicales libres, lo que lleva a la posible
foto-oxidacion de los lipidos de las membranas celulares y por extension
de los tejidos. La capacidad fotoprotectora y antioxidante de la astaxantina
puede ser superior a la del B-caroteno y de la luteina'?, por lo que se ha
visto la posibilidad de desarrollar fotoprotectores en forma oral".

Entre las principales causas de la disminucion de la funcion visual y de la
ceguera se encuentran la degeneracion macular relacionada con la edad y la
aparicion de cataratas en los adultos mayores. Estas a su vez estan
relacionadas con un proceso de oxidacion inducido por la luz, en este
sentido no es una sorpresa que a nivel epidemiologico el riesgo de la
degeneracion macular relacionada con la edad se reduce con el consumo de
productos que contienen carotenoides, especificamente luteina y
zeaxantina pues ¢éstos se concentran en la macula. Desde este punto de
vista también se piensa que por sus propiedades la astaxantina pudiese
derivar en otras aplicaciones en este campo'.

Es bien sabido que en los procesos inflamatorios, la concentracién de
fagocitos y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) llevan a
un desequilibrio entre las especies pro-oxidantes y los mecanismos
celulares de proteccion contra estas condiciones. Del mismo modo
conocemos que los oxidantes que producen los fagocitos, como el anion
superoxido (*Oy), estan directamente relacionados con la estimulacion de
genes asociados con el proceso inflamatorio en células endoteliales.
También se ha demostrado que la astaxantina ayuda a reducir los signos
asociados a la inflamacion producida a nivel gastrico por Helicobacter
pylori en ratones'.

Existen varios trabajos que describen propiedades anticancerigenas de la
astaxantina, entre éstos cabe mencionar el de Tanaka y col.,'® en el que
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describen que reduce la incidencia de cancer producido por un carcindégeno
quimico en vias urinarias de ratones. En otro estudio donde se alimentan
ratas con un carcindgeno y con astaxantina, ésta reduce de manera
significativa la incidencia de céncer en la cavidad bucal de las ratas con
resultados superiores a los del B-caroteno'’. Del mismo modo se ha visto
una menor incidencia de cancer de colon en un modelo de ratas'®. En un
modelo de cancer de mama con ratones la administracion de astaxantina
reduce en mas del 50% la incidencia de tumores, los resultados son
superiores a los mostrados por el B-caroteno y la cantaxantina'’.

Se ha propuesto el uso de astaxantina en humanos para inhibir la enzima 5-
a-reductasa, responsable del crecimiento de la prostata en hiperplasia
prostatica benigna®®. Al parecer el papel de la astaxantina y de otros
carotenoides estaria relacionado con la regulacion al alza de la conectina
43 y la comunicacion intercelular®'.

Entre las funciones mas importantes del higado destacan la oxidacion de
lipidos para producir energia, la desintoxicacion por eliminacion de
contaminantes y la destruccion de microorganismos, asi como de globulos
rojos muertos. En todos estos procesos se libera una cantidad significativa
de radicales libres y subproductos de la oxidacion por lo que un buen
balance de mecanismos antioxidantes en las células hepaticas es
importante. En este sentido algunos trabajos indican que la astaxantina es
mas efectiva que la vitamina E en la proteccion de las mitocondrias de
hepatocitos frente a la peroxidacién y que induce la actividad de enzimas
que metabolizan xenobidticos™.

Se ha demostrado en varios ensayos in Vitro e in vivo, usando diferentes
modelos animales, que la astaxantina influye significativamente en la
funcion inmune. Por ejemplo en globulos rojos de raton tratados con
astaxantina existe una mayor produccion de anticuerpos a antigenos T
dependientes®*. También se ha indicado que es capaz de restablecer la
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respuesta inmune en ratones de edad avanzada®. Otras evidencias en el
mismo sentido refuerzan un papel inmuno-modulador de la astaxantina®*’,

En cuanto a las enfermedades neurodegenerativas solamente se ha
comentado el papel cada vez mdas relevante del estrés oxidativo en la
patogénesis de enfermedades como la de Alzheimer, Huntington,
Parkinson y esclerosis amiotrofica lateral™*****!.  Debido a las
propiedades antioxidantes de la astaxantina, se considera que pudiera ser
un buen candidato para evaluar su efecto en los estados patologicos
mencionados.

En el sistema cardiovascular, las ERO juegan un papel fisioldgico esencial
para mantener la integridad del sistema y en la generacion de situaciones
patologicas como la hipertension arterial (HTA), diabetes y aterosclerosis.
Entre las ERO asociadas a estos estados destacan: el *O,’, peroxido de
hidrégeno (H,0,), radical hidroxilo (*HO"), especies reactivas de nitrogeno
(ERN), 6xido nitrico (NO) y peroxinitritos (ONOO").

En condiciones normales, las ERO se producen en concentraciones bajas,
de manera controlada y funcionan como moléculas de sefializacion en la
regulacion de la contraccion y relajacion del tejido muscular liso asi como
de su crecimiento. Por otro lado, en condiciones patoldgicas el incremento
en las ERO lleva, entre otras cosas, a’%:

- Disfuncion endotelial.

- Incremento de la contractilidad.

- Crecimiento y apoptosis de las células del musculo liso vascular.
- Migracioén de monocitos.

- Peroxidacion de lipidos.

- Inflamacion.

- Formacioén de depdsitos extracelulares de matrices proteinicas
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Existen excelentes revisiones sobre el papel de los antioxidantes en la
proteccion del endotelio y su funcién®. Sin embargo cabe destacar que los
trabajos de la astaxantina como cardioprotector’*> o regulador de la
presién son pocos y muy recientes’®>".

En uno de ellos se demuestra un claro efecto antihipertensivo debido a un
mecanismo relacionado con la produccion de NO. Del mismo modo se
considera que la astaxantina tiene un efecto neuroprotector
presumiblemente debido a su capacidad antioxidante®. De manera
complementaria se menciona que el efecto antihipertensivo también esta
relacionado con un efecto modulador de la fluidez de la sangre, no
relacionado con los cambios de fibrindgeno, ya que éste mantiene sus
valores en los grupos experimentales y control. En el mismo estudio no se
encontr6 una mejor relajacion dependiente del endotelio por la
administracion de astaxantina, por lo que los cambios los pueden atribuir a
la capacidad de deformacion o flexibilidad y de agregacion de las células
sanguineas, sin embargo, sugieren profundizar en estos estudios’’.

En el ultimo trabajo publicado por este grupo™, se destacan dos aspectos
interesantes: uno relacionado con la menor produccion de metabolitos de la
oxidacion de NO en relacion a la administracion de astaxantina asi como
una mejora en la morfometria de las arterias coronarias y la aorta, aspectos
que se retomaran mas adelante. En la figura 4, se representan los posibles
mecanismos de accion antihipertensivos de la astaxantina y su relacion con
las ERO™.
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Accion anti-hipertensiva

Figura 4.- Mecanismos implicados en la accion antihipertensiva de la astaxantina.
Adaptado de Hussein et al*’.
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HIPERTENSION ARTERIAL
1. Definicion y clasificacion

La HTA es un estado patoldgico caracterizado por un aumento crénico de
la tension arterial por encima de los valores normales. No es una
enfermedad en el sentido habitual de la palabra, de hecho se la conoce
como la “asesina silenciosa”, ya que durante la mayor parte de su historia
natural no presenta sintomas y cuando éstos se presentan puede ser
demasiado tarde, pues corresponden a graves complicaciones
cardiovasculares como son el infarto de miocardio y la enfermedad
cerebrovascular, entre otras (Figura 5)%.

Unas cifras elevadas de tension arterial, por si mismas, no determinan
ningun tipo de sintomatologia, sin embargo la HTA va produciendo dafio
en organos diana como el corazoén, los vasos sanguineos y el riidon. Estos
organos son los elementos mas importantes en la regulacion de la presion
arterial (PA) y quizas por ello son los que sufren de forma mas directa el
impacto de la hipertension. En todos ellos se produce un proceso de
remodelado que inicialmente puede ser adaptativo o reparador, pero si las
cifras de PA se mantienen elevadas o su control es ineficaz degenera hacia
dafios importantes, que predisponen al organismo a ciertas patologias, que
a su vez agravan el proceso hipertensivo, creando asi un circulo vicioso.

La HTA podria simplemente definirse como una elevacion cronica de la
PA (sistdlica y/o diastdlica), pero en la practica clinica resulta dificil saber
qué niveles tensionales deben considerarse normales y cuales son elevados,
puesto que no se trata de unos valores fijos e idénticos para todas las
poblaciones y no permanecen inalterables durante toda la vida en el
individuo normal. Las cifras de tension arterial se modifican con la edad,
sexo, raza y otros muchos factores, ademas de modificarse a lo largo del
dia en cada individuo en relacion con diferentes determinantes, como el
ejercicio, el frio, la digestion o la carga emocional.
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Factores genéticos
Ingesta de sal
Obesidad

Estrés

Dieta rica en grasas
etc

HTA + Dafio

. Hipertrofia VI

. Hipertrofia vascular

. Deterioro leve F renal
. Dafio microvascular

Pre hipertension HTAsin

. Taquicardia compromiso
. Trastornos lipidos 6rgano

. Tras metab glucosa diana

Evoluciéon de 10 a 50 afios

Riesgo cardio

Figura 5.- Evolucién de la hipertension arterial. Adaptado de Williams B.*’

Dada la dificultad de establecer unas cifras normales de tension arterial
validas para toda la poblacion, se han establecido unos valores
convencionales. Por acuerdo entre expertos se consideran anormales
aquellos valores que con toda seguridad implican un determinante de
riesgo cardiovascular (RCV) y, de acuerdo a este criterio, se ha establecido
el diagnostico de HTA cuando tras tres determinaciones separadas, como
minimo por una semana, se obtiene un promedio de presion arterial
diastdlica (PAD) igual o superior a 90 mmHg y/o una presion arterial
sistolica (PAS) igual o superior a 140 mmHg, para un adulto a partir de los
18 afios.
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No obstante, la progresiva consideracion médica de categorias de PA no
hipertensivas, y del riesgo absoluto de enfermedad cardiovascular (ECV)
en funcion de los niveles de la PA (y de otros factores de riesgo y
trastornos clinicos) podria estar cambiando el paradigma de definicion y
manejo de la HTA hacia el concepto de caso de PA para tratar (en
funcion de sus cifras y el riesgo)*'.

La hipertension puede clasificarse en categorias en funcion de los valores
de PA. En la tabla 1 se muestra la clasificaciéon de los valores de PA
propuesta en las guias conjuntas de la Sociedad Europea de Hipertension
(SEH) y la Sociedad Europea de Cardiologia (SEC)* actualizadas en
2007*, asumida por la Sociedad Espafiola de Hipertension-Liga Espaifiola
para la Lucha contra la Hipertension Arterial (SEH-LELHA).

Existen algunas discrepancias, no sustanciales, con la clasificacion
publicada en el afio 2003, en el Séptimo Informe del Comité Nacional
Conjunto de Prevencidon, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la
Hipertension de EE.UU., conocido por sus siglas en inglés como JNC-7*.
La clasificacion del JNC-7 utiliza el término “prehipertension” para las
categorias de PA con valores de 120-139/80-89 mmHg, con el fin de
identificar a aquellos sujetos en los que la intervencion temprana con
medidas de estilo de vida sano podria reducir la PA y el progreso a HTA
con el paso de los afios. En cambio, la SEH considera estos niveles dentro
de la normalidad ya que desde hace unos afios ya no se habla de
“hipotension”, sino de “presion arterial éptima” porque se ha demostrado
que cuanto mas baja se tenga la PA, mejor es la prevencion de la ECV.
Esto estd basado en el estudio Framingham® en el que se sefiala que el
riesgo de desarrollar HTA es mas alto en sujetos con PA normal-alta que
en individuos con PA normal.
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Tabla 1.- Clasificacion de la presion arterial propuesta por la Sociedad Europea
de Hipertension (SEH) y la Sociedad Europea de Cardiologia (SEC)*.

, SISTOLICA DIASTOLICA
CATEGORIA
(mmHg) (mmHg)
OPTIMA <120 y <80
NORMAL 120-129 y/o 80-84
NORMAL-ALTA 130-139 y/o 85-89
HTA GRADO 1 140-159 y/o 90-99
HTA GRADO 2 160-179 y/o 100-109
HTA GRADO 3 > 180 y >110
HTA SISTOLICA AISLADA >140 y <90

La SEH ha decidido no utilizar el término prehipertension por varias
razones:

- Hay poca razon para juntar los dos grupos, pues incluso en el
estudio Framingham el riesgo de desarrollar HTA es mas alto en
los individuos con PA normal-alta.

- El término prehipertension puede crear ansiedad y solicitar visitas
médicas innecesarias en muchos sujetos.

- Aunque la guia americana recomienda cambios en el estilo de vida
para todos los prehipertensos y esto es una estrategia positiva, en la
practica nos encontramos tanto con individuos que no necesitan
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ninguna intervencion (personas mayores con PA normal) como con
individuos con un perfil de RCV alto o muy alto (personas con
diabetes) en los que se requiere tratamiento.

En definitiva, que el umbral para considerar HTA debe ser flexible, siendo
mas alto o mas bajo en funcion del RCV total de cada individuo. Por otro
lado, se considera que la HTA es el resultado de una interaccion compleja
entre factores genéticos y factores ambientales. Esto determina cambios en
factores y sistemas efectores que conducen a las alteraciones de las dos
variables fisiologicas de las que depende la PA: el gasto cardiaco (GC) y
las resistencias vasculares periféricas (RVP).

PA =GCx RVP

El aumento de estas variables lleva a la elevacion de la PA y finalmente, a
través de cambios funcionales y estructurales, al establecimiento de la
HTA. Con el conocimiento actual no es posible proponer de manera
concluyente el origen de la HTA y, en este sentido, se considera la
existencia de una variedad de factores que participan en el desarrollo y
mantenimiento de la HTA™.

Ademas del GC y las RVP contribuyen otros dos factores directos como la
impedancia y el volumen arterial diastélico. El1 GC depende del volumen
sistélico y de la frecuencia cardiaca (FC). A su vez, el volumen sistélico
varia segun la contractilidad cardiaca y el retorno venoso. Por su parte, las
RVP estan reguladas por factores nerviosos, humorales y locales®’.

Sobre estos factores directos intervienen los denominados indirectos como:
la actividad nerviosa central y periférica autonoma, la reserva corporal de
sodio y liquido extracelular, el sistema renina-angiotensina (SRA) y
hormonas locales como prostaglandinas, cininas, factor natriurético
auricular y otros péptidos.
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El sistema nervioso autonomo, especialmente el sistema simpatico (SNS),
juega un papel importante en el control circulatorio por mecanismos
reflejos o actuando sobre el tono vascular. En situaciones normales el
reflejo neural sirve para aumentar la PA cuando baja y reducirla cuando
sube.

Los mecanismos que regulan la PA a largo plazo estan relacionados con la
excrecion de sodio y el liquido extracelular que es un factor
hemodindmicamente importante. El riidn juega un papel esencial en la
regulacion de la PA y del balance de agua y de electrolitos. Los niveles de
sodio estan influenciados tanto por la ingesta como por la capacidad de
excrecion renal®.

El SRA participa en la regulacion de todo el sistema, se activa cuando se
reduce el volumen minuto lo que conduce a la formacion de angiotensina II
(Ang 11)*. Debido a la importancia de este sistema, a la interaccion de la
Ang II con otras moléculas que se producen en los vasos sanguineos y a
que uno de los modelos de HTA utilizados en esta tesis fue mediante la
infusion de Ang II en ratones Swiss Albino-CD1; a continuacion se detalla
un poco mas de las caracteristicas del SRA.

2. El sistema renina-angiotensina

La llamada cascada del SRA se inicia con la renina, una enzima
proteolitica que procede de una molécula mayor, la preprorrenina. La
transformacion de prorrenina en renina tiene lugar mediante la accion de
diversas peptidasas, como la plasmina, la tonina, la calicreina, la elastasa,
el activador tisular del plasmindgeno, la catepsina G y la enzima activadora
de la renina derivada del endotelio. La renina actiia sobre su sustrato, el
angiotensinogeno, una o-2 globulina de origen hepatico, generando un
decapéptido inactivo, la angiotensina I (Ang I). A su vez, la Ang I sirve de
sustrato a la enzima covertidora de angiotensina (ECA) para dar lugar al
octapéptido Ang II, que es el factor bioldégicamente mas activo del sistema
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y su principal efector. La Ang II, por acciéon de la aminopeptidasa A,
origina la angiotensina III o angiotensina (2-8), con acciones similares a la
anterior aunque de menor potencia. Asimismo, la acciéon de la
aminopeptidasa B sobre la Ang II da lugar a la angiotensina IV, cuyo papel
fisiologico atn se sigue investigando. Mediante la accion de una
endopeptidasa sobre la Ang I o sobre la Ang II se produce la angiotensina
(1-7) cuyas acciones parecen ser dependientes de las prostaglandinas y del
NO y opuestas a las de la Ang IT .

Recientemente se ha destacado la existencia de vias enzimaticas de sintesis
de la Ang II distintas del SRA que tienen la capacidad de generar Ang II
directamente a partir del angiotensinogeno, como la catepsina G, la tonina
y el activador tisular del plasmindégeno. Ademas de la ECA, se ha
demostrado que la catepsina G, la quimasa y la enzima generadora de Ang
II sensible a la quimoestatina también tienen capacidad de producir Ang II
a partir de Ang I. Aunque la importancia fisioldgica o fisiopatologica de
estas vias de sintesis de Ang Il permanece todavia por esclarecer,
recientemente se ha sugerido que la via de la quimasa en el corazén y en la
pared vascular podria tener importancia tanto en el aspecto funcional como
en las alteraciones estructurales que la Ang II produce en estos
(’)rganos5 132,

Tradicionalmente se ha considerado la existencia de un SRA circulante.
Sin embargo, no es el unico SRA, ya que se ha detectado la presencia de
todos los componentes del SRA y de su acido ribonucleico mensajero
(ARNm) en diferentes tejidos, como el cerebro, las glandulas
suprarrenales, el corazon, los vasos sanguineos y los oOrganos
reproductores. Se ha propuesto que el SRA circulante tiene una accion
fundamentalmente endocrina, mientras que los SRA tisulares tienen
acciones autocrinas y paracrinas. Aunque se acepta este esquema
actualmente, cada vez parece mas dificil establecer una frontera clara entre
el SRA circulante o sistémico y los tisulares. Ello es debido a que algunos
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componentes circulantes, como el angiotensindogeno o la renina, podrian
ser captados por los tejidos y participar en la produccion tisular de Ang II;
asimismo, la Ang II producida localmente podria pasar a la circulacion y
formar parte del SRA circulante. Como consecuencia de esto, la vision mas
actual propugna la existencia de un SRA que englobaria al circulante y a
los tisulares, y que realizaria tanto funciones endocrinas como paracrinas,
autocrinas e intracrinas™.

La ECA se ha encontrado en la capa adventicia, en las células de musculo
liso y en el endotelio™. En este sentido tanto el angiotensinogeno como su
ARNmMm se han detectado en las células vasculares de musculo liso, en el
endotelio y en la grasa perivascular. Debido a que presumiblemente la
renina no esta presente en los vasos, la generacion local de Ang II estaria
regulada por la ECA tisular que a su vez seria dependiente de la renina en
circulacion; se piensa que la Ang II producida localmente es mas
importante en la vasoconstriccion que la Ang II circulante. El componente
sistémico participa en la homeostasis circulatoria a corto y medio plazo,
mientras que a nivel tisular contribuye a la regulacion de la funcion
cardiovascular y puede dar lugar a cambios estructurales, en los cuales la
Ang II puede actuar como factor de crecimiento®>~°.

La Ang II ejerce sus acciones a través de su unidn a receptores especificos.
Se han descrito varios tipos de receptores para la Ang II, pero los mas
conocidos en la actualidad son los AT, y los AT,. Los receptores AT; se
localizan principalmente en los vasos, el rifidon, el corazon, el cerebro, el
utero, los adipocitos, el ovario, el bazo y el pulmén. Los receptores AT, se
han detectado fundamentalmente en tejidos embrionarios o en crecimiento,
y en individuos adultos se han encontrado en la pared vascular, las
glandulas suprarrenales, el sistema nervioso central, el miometrio y en los
foliculos ovaricos atrésicos.

El receptor AT, pertenece a la familia de receptores acoplados a las
proteinas G o proteinas fijadoras de guanosin trifosfato (GTP), con siete
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dominios transmembrana. La union de la Ang II a este receptor activa la
fosfolipasa C, que a su vez hidroliza el fosfatidil-4,5-bifosfato, formandose
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP; actiia sobre
receptores especificos localizados en la membrana del reticulo
sarcoplasmico y facilita la liberacion del calcio y la posterior entrada de
calcio extracelular a través de canales de calcio. El resultado final es un
aumento de la concentracidn intracelular de este idn. A su vez, el DAG
activa y transloca la proteina cinasa C (PKC) hacia la membrana celular,
donde estimula la fosforilacion de diversas proteinas, activa el
intercambiador Na'/H" y la fosfolipasa A, y conduce finalmente a la
activacion de canales de calcio voltaje-dependientes.

El receptor AT, presenta también una estructura con siete dominios
transmembrana. Tiene poca homologia (34%) con el receptor AT, y la
transduccion de la sefal no parece estar asociada a la activacion de los fos-
foinositoles ni a incrementos de la concentracion intracelular de calcio. La
unién de la Ang II a su receptor AT, conduce a la activacion de la enzima
tirosina fosfatasa que inhibe la fosforilacion de diversas proteinas®~*.

La mayoria de las acciones bien conocidas de la Ang II, es decir, aquellas
que ejerce sobre organos diana como el rifidn, el corazon, las arterias, los
sistemas nerviosos central y periférico, y las glandulas suprarrenales,
tienen lugar mediante la interaccién con receptores AT;. Dichas acciones,
de una manera directa o indirecta, afectan a la homeostasis cardiovascular
y renal y como consecuencia participan en el desarrollo y mantenimiento
de trastornos tales como la HTA, la insuficiencia renal, la nefropatia diabé-
tica, etc®.

Aunque se desconoce en gran medida el papel funcional de los receptores
AT,, la marcada expresion de los receptores AT, en tejidos embrionarios
ha llevado a suponer que éstos desempefian un papel importante en el
crecimiento y desarrollo celular, particularmente durante el periodo fetal, y
que podria sobreexpresarse en ciertas situaciones patologicas. Mediante la
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utilizacion de antagonistas especificos de los receptores AT, se ha
atribuido a estos receptores acciones opuestas a las de los AT, sobre el
tono y el crecimiento de las células vasculares de musculo liso y sobre la
funcion renal®. En la tabla 2 se presentan las caracteristicas
farmacolégicas de los receptores de Ang I1°.

En el sistema nervioso central la Ang II participa en procesos tan diversos
como los relacionados con la memoria, la atencion, el comportamiento, la
regulacion vasomotora, la secrecion de vasopresina, el mecanismo de la
sed, la ingestion de sal y la secrecion de la hormona adrenocorticotrdpica.
A nivel periférico, la Ang I, a través de los receptores AT;, amplifica o
facilita la actividad del SNS, por lo que este mecanismo contribuye a la
accion vasoconstrictora de la Ang I1%. Esta accién facilitadora actua a
nivel presinaptico, mediante un aumento de la liberacion y de la sintesis de
catecolaminas en las terminales nerviosas, asi como mediante una
reduccion de su recaptacion. A nivel postsindptico, la Ang II potencia el
efecto contractil de la noradrenalina mediante la sensibilizacion de los re-
ceptores de ésta.

La Ang II participa en la regulacion del tono vascular mediante su accion
vasoconstrictora del musculo liso vascular y a través de su accion
facilitadora de la transmision adrenérgica. Asimismo, la Ang II participa en
el crecimiento vascular, al estimular la proliferacion de células vasculares
de musculo liso (CMLYV), células endoteliales o fibroblastos, asi como la
accion y la produccion de diversos factores mitogénicos. Ello posibilita la
angiogénesis, pero también el engrosamiento patologico de la pared
vascular. Las modificaciones estructurales de la pared arterial pueden ser
debidas a tres procesos distintos: la hipertrofia, la hiperplasia y el
remodelado de los componentes de la pared vascular®. Esta modificacién
de la estructura de los vasos arteriales tiene importantes repercusiones no
solo morfoldgicas, sino también funcionales para diversos 6rganos como el
corazdn, el sistema nervioso central y el rifion.
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Tabla 2.- Caracteristicas farmacologicas de los receptores de angiotensina I1

RECEPTOR

AT1 ATZ

Vasoconstriccion (| NO, 1 Ca;

intracelular y 1 *0.) y 1 PA Desarrollo de tejido fetal

Inflamacién (1 factor de transcripcion o | Vasodilatacion (1 de bradicinina
nuclear kappa (NF-kB) (Bk) y NO), asi como | de PA

Crecimiento y proliferacion celular

(via c-fos, c-myc, c-jun) Inflamacion (1NF-kB)

Mejora de la funcion cardiaca y

Antinatriuresis | del efecto cronotrépico
Incremento de aterogenicidad Diferenciacion de células
(1 Ox LDL) vasculares
Modulacion de la actividad del SNS Inhibicién de crecimiento
(] cinasas de proteinas activadas
| Flujo sanguineo renal por mitogenos (MAP cinasas))

1 Contraccion del miocardio,
1 Actividad simpatica

1 Arritmias,? inhibidor del activador
del plasminodgeno 1 (PAI-1)

1 Liberacion de endotelina
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La Ang I, a través de los receptores AT, ejerce en el corazéon un efecto
inotrépico y cronotropico positivo que conduce a un aumento del volumen
minuto. Es importante destacar que estos efectos tienen lugar con
cantidades de Ang II que carecen de efecto vasoconstrictor. Ademas de
estas acciones directamente relacionadas con la funcidon miocardica, la Ang
IT participa en la regulacion del flujo coronario mediante un efecto va-
soconstrictor similar al descrito para las arterias en general. La Ang II
ejerce también una funcion tréfica sobre los cardiomiocitos.

Tiene una accion vasoconstrictora selectiva sobre la arteriola eferente. Ello
no implica que no se produzca vasoconstriccion aferente, ni que no existan
receptores a este nivel, sino que la accion vasoconstrictora de la Ang II se
encuentra compensada por factores vasodilatadores como la prostaciclina
(PGI,) y el NO.

La Ang II participa ademds en el proceso de autorregulacion renal, es
decir, en el mantenimiento del flujo sanguineo renal (FSR) y de la tasa de
filtracion glomerular (TFG) cuando se modifica la presion de perfusion
renal. Cuando se produce una reduccion de la presion arterial y por lo tanto
de la presion de perfusion renal, disminuye la presion hidrostatica
glomerular y con ella la filtracion glomerular. Como consecuencia, la
concentracion de sodio y cloro que alcanza la macula densa se reduce; ello
conduce a la activacion de la secrecion de renina y al consiguiente aumento
de la generacion de Ang II; ésta aumenta la vasoconstriccion eferente, que
eleva la presion hidrostatica glomerular y ayuda a mantener la TFG, a
costa de una disminucion del FSR.

La Ang II es uno de los factores con mayor efecto antinatriurético, ya que
es capaz de disminuir la excrecion urinaria de sodio a niveles casi indetec-
tables. Ademas de los efectos hemodinamicos, con consecuencias para la
funcion excretora renal anteriormente citados, la Ang II aumenta de forma
directa la reabsorcién de sodio en varias porciones de la nefrona, como el
tubulo proximal y el segmento ascendente del asa de Henle.
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Asimismo, la Ang II parece ser responsable de algunos mecanismos que
desencadenan lesiones glomerulares que se producen durante el
envejecimiento, la HTA, la diabetes, etc., y que participan en el desarrollo
de la insuficiencia renal. La mayoria de estas acciones dependen de las
acciones de la Ang II sobre la arteriola eferente, el tibulo y las células
mesangiales®.

La Ang II es uno de los principales estimulos para la sintesis y liberacion
de la aldosterona en la zona glomerular de la corteza suprarrenal. Sin
embargo, la participacion de la aldosterona en la accion antinatriurética de
la Ang II en condiciones normales parece ser secundaria, aunque hay que
destacar que la aldosterona contribuye a evitar una pérdida excesiva de
sodio en situaciones de una ingesta baja en sal.

La regulacion de la sintesis y liberacion de la renina es un factor decisivo
para la formaciéon de Ang I y por tanto de Ang II, ya que la cantidad de
angiotensinogeno disponible, que es sintetizado por el higado, es practi-
camente constante y la reaccién renina-angiotensindgeno depende casi
exclusivamente de la tasa de secrecion de la enzima. Por ello, el control de
la secrecion de renina a través de diferentes mecanismos, es el principal
punto de regulacion del SRA.

La estrecha asociacion anatomica que se observa entre la macula densa y
las células yuxtaglomerulares hizo pensar en la existencia de una relacion
funcional y no solo anatémica entre ambos tipos de células. Las células de
la macula densa detectan las variaciones en el flujo y en la concentracion
de NaCl en el tibulo distal, modificando consecuentemente la liberacion
de renina por parte de las células yuxtaglomerulares. Por tanto, una
disminucion de la cantidad de NaCl que llega al tabulo distal induce un
aumento de la secrecion de renina. No se conoce muy bien el mecanismo a
través del cual la macula densa media los cambios en la secrecion de
renina, aunque se han sugerido como posibles mediadores las
prostaglandinas y la adenosina.
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Las variaciones en la PA y en la presion de perfusion renal también
modifican la secrecion de renina, ya que un aumento de las mismas reduce
la secrecion de esta enzima. Estos cambios son detectados por la mécula
densa, y podrian ser mediadores el NO o el calcio.

El SNS desempefia un importante papel regulando la secrecion de renina
en situaciones que requieren una respuesta inmediata, como el ejercicio, el
cambio postural o la pérdida de volumen. Se ha observado que la
inervacion de las células yuxtaglomerulares es predominantemente
simpatica y, en general, un incremento de esta actividad determina un
aumento de la liberacion de renina. El aumento de la secrecién de renina
producido por la estimulacion nerviosa simpatica se bloquea con un
antagonista de los receptores B-adrenérgicos, como el propranolol, lo que
sugiere que estos receptores estan implicados en dicha accion.

El principal mecanismo hormonal regulador de la secrecion de renina es el
efecto inhibidor de la Ang II sobre ésta. Este mecanismo de
retroalimentacion negativa supone un autocontrol del sistema, ya que si se
produce un aumento de la secrecion de renina y consiguientemente de la
produccion de Ang II, ésta va a ser capaz de autorregular su sintesis
actuando sobre la secrecion de renina.

La Ang II y el NO presentan acciones opuestas en muchos 6rganos, de
forma que el mantenimiento de un equilibrio entre las acciones de ambos
parece tener una especial relevancia para la homeostasis cardiovascular y
renal; en concreto, la Ang I1 y el NO interaccionan modulando la actividad
glomerular y tubular. Asimismo, el NO inhibe la secrecion de la renina®.

Las interrelaciones entre la Ang Il y la endotelina 1 (ET-1) son también
conocidas®’. La Ang II aumenta la produccion de ET-1 en las células
endoteliales vasculares y en las células mesangiales de los glomérulos
renales, mediante la estimulacion de la enzima convertidora de endotelina.
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Asimismo, la Ang II aumenta la secrecion del tromboxano A; (TXA;), que
podria mediar parte sus efectos bioldgicos.

El péptido natriurético auricular (PNA) antagoniza casi todos los efectos
fisiologicos del SRA®. En estudios realizados en células
yuxtaglomerulares aisladas se ha demostrado que el PNA inhibe la
secrecion de renina, efecto mediado por un aumento del guanosin
3’5’monofosfato ciclico (¢cGMP) en dichas células. Asimismo, el PNA se
opone a las acciones de la Ang II: reduce el efecto presor de la Ang I y su
efecto constrictor de las células mesangiales, antagoniza los efectos de la
Ang II sobre la hemodinamica renal y la reabsorcion proximal de sodio, e
incluso inhibe la liberacién de aldosterona inducida por la Ang II.

Aunque se mencion anteriormente, un aspecto que debe sefialarse es que
los datos actuales apuntan a destacar cada vez mas los sistemas SRA
tisulares y sus funciones tanto paracrinas como autocrinas. Ahora se sabe
que el endotelio vascular tiene una importante participacion en la
regulacion de la vasoconstriccion por via de la Ang II local ademas de la
vasodilatacion conocida por la via del NO. Muchos de estos factores estan
interrelacionados en circuitos de autorregulacion consiguiendo mantener la
PA en unos limites estrechos.

3. Endotelio vascular y disfuncion endotelial

El endotelio vascular esta situado en una posicion anatomica estratégica
entre la sangre y la pared vascular que le permite actuar como transmisor y
receptor de sefales. Las células endoteliales son capaces de registrar
cambios hemodinamicos de la sangre, como la presion y las fuerzas de
cizallamiento, cambios en sus interacciones con las plaquetas, los
leucocitos, modificaciones de los mensajeros quimicos circulantes o
procedentes de células vecinas por lo que responden a dichos cambios
mediante la liberacion de numerosos factores vasoactivos. Por esta razon,
el concepto de endotelio vascular considerado clasicamente como una
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simple barrera de separaciéon entre la sangre y la pared vascular ha
cambiado de forma sustancial.

El endotelio vascular es considerado como el principal 6rgano de
regulacion vascular con acciones exocrina, paracrina y autocrina, que esta
implicado en diversos procesos vasoactivos, metabolicos e inmunitarios®.
Entre los factores bioldgicamente activos sintetizados y liberados por las
células endoteliales cabe destacar la PGI,, el NO, el factor hiperpolarizante
dependiente del endotelio (EDHF), la ET, la prostaglandina H, ( PGH,), el
TXA,, el factor de crecimiento transformante [ (TGFp), el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), el activador tisular del plasminogeno (t-PA), el PAI-1,
ERO, interleucinas, quimocinas, moléculas de adhesion vascular e
intercelular (VCAM-1, ICAM-1) y otros’*"""%,

Factores derivados del endotelio
e Prostaciclina

La PGI, fue el primer factor relajante derivado del endotelio aislado e
identificado, se sintetiza por la via de las ciclooxigenasas (COX1 y
COX2). Sus principales acciones son: inhibicion de la agregacion
plaquetaria y relajacion de las CMLYV, sin embargo, su accion sobre el
control de la PA no es tan relevante en condiciones normales. Su
mecanismo de accion depende de la activacion de la adenilato ciclasa
(AC), tiene una semivida muy corta y se inactiva mediante su degradacion
a 6-ceto-1a-prostaglandina que se elimina por la orina.

Los principales factores capaces de estimular la sintesis y la liberacion de
la PGI, son la Ang II, la acetilcolina (ACh) o la Bk, asi como productos
liberados de las plaquetas como la serotonina y el PDGF. La capacidad de
sintetizar PGI, disminuye con la edad, la arterioesclerosis y la diabetes
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mellitus, lo que sugiere una relacion entre estos estados patologicos y los
niveles de la PGL,".

e (xido nitrico

Furchgott y Zawadzki demostraron en 1980 en aortas de conejo, que la
ACh y agentes muscarinicos relacionados con ella relajaban el tejido
vascular previamente contraido sélo cuando su endotelio estaba intacto’*,
atribuyendo este fendémeno a la presencia de un factor humoral producido
in situ al que denominaron “factor relajante derivado del endotelio” o
EDRF por sus siglas en inglés. También sefialaron que el EDRF es un
potente inhibidor de la adhesividad y agregacion plaquetaria, y activador
de la guanilato ciclasa soluble (sGC) provocando aumento de cGMP en las
CMLYV o en las plaquetas, con la consecuente inhibicion de la contraccion
vascular. Afios después Palmer y col.””, comprobaron que este EDRF era
NO.

La formacion de NO tiene lugar por una reaccién enzimatica en la que la
enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) cataliza la conversion de L-arginina a
L-citrulina dando como producto NO. La NOS presenta tres isoformas
(Tabla 3), la neuronal (nNOS, tipo I) y la endotelial (eNOS, tipo III) se
expresan constitutivamente y su actividad esta regulada por la
concentracion intracelular de calcio’®. La forma inducible (iNOS, tipo II) la
expresan los macréfagos cuando son estimulados por citocinas,
lipopolisacaridos u otras sustancias inmunoldgicas y su expresion estd
regulada tanto a nivel transcripcional como postranscripcional, por factores
de transcripcion sensibles al estado redox como el NF-kB o las MAP
cinasas’’. Actualmente se sabe que los genes de estas tres isoformas se
localizan en locus y genes diferentes’®.

Como se puede observar, el NO juega un papel fundamental en numerosos
procesos fisiologicos. Entre otros, actia como regulador del flujo
sanguineo local, inhibidor de la agregacion plaquetaria, se produce por los
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macréfagos activados contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria y
también actla como neurotransmisor, siendo el cerebro el 6rgano con
mayor actividad NOS’®.

Tabla 3.- Caracteristicas de las isoformas conocidas de NOS.

Nombre Nombre Peso Cromosoma Funcion principal
comun molecular del NO producido

Neurotransmisor,
plasticidad sindptica
NOS I nNOS 161 kDa 12 y modulacion de la
respuesta a
glutamato

Respuesta inmune a
microorganismos,

NOS II INOS 131 kDa 17 elemento de la
respuesta

inflamatoria

Regulacion del flujo
y presion sanguinea
NOS III eNOS 133 kDa 7 e inhibicion de la
activacion de
plaquetas

A nivel vascular, el NO es un vasodilatador poderoso que actlia de manera
sinérgica con la PGI,, y ademas inhibe el crecimiento de las CMLV. En
términos generales este proceso de vasodilatacion producido por el NO en
el musculo liso vascular es debido a una cascada de sefiales. La formacion
de cGMP, por parte de la sGC que es estimulada por el NO, conduce a la
activacion de la proteina cinasa G (PKG), que produce la fosforilacion de
los residuos de serina y de treonina de una proteina pequefia, Rho A, la
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cual es inactiva en su forma fosforilada (Rho A-P) lo que conlleva la

inactivacion de Rho A cinasa’®.

Rho A

cinasa

Figura 6.- Rutas de sefalizacion del NO y catecolaminas y su relacion con la
vasodilatacion y vasoconstriccion en células de musculo liso vascular.

Ademas de la funcion ya descrita, el NO participa en la inhibicion de la
adhesion de plaquetas, monocitos y neutrofilos. Cuando se activa el
sistema de factores de coagulacion, se produce trombina que formara
fibrina a partir de fibrindgeno, causando vasodilatacion e inhibiendo las
plaquetas por medio de un mecanismo dependiente del endotelio.
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Otro efecto del NO reside en su capacidad de reaccion con el hierro de
proteinas intracelulares, principalmente mitocondriales. El NO inactiva la
mayoria de las enzimas que poseen un grupo prostético hemo, ademas,
puede reaccionar con acidos nucleicos dando lugar a mutaciones y roturas
del ADN, y también puede producir necrosis, entre otras cosas.

El NO posee una accion antiinflamatoria importante, a la vez que tiene la
capacidad de promover la disfuncion celular y tisular a través de un efecto
proinflamatorio. Para entender este doble efecto, se piensa que los efectos
reguladores y antiinflamatorios del NO ocurren con concentraciones bajas,
en tanto que los efectos adversos se producen con concentraciones altas,
como en situaciones de inflamacion donde puede reaccionar con el oxigeno
o el *O,". Asi pues, un exceso de NO es citotoxico, es capaz de inducir la
peroxidacion lipidica en lipoproteinas e interferir con la sefalizacion
celular por nitracién de residuos de tirosina en proteinas. El1 NO genera
ONOQO' al reaccionar con €l *O, "~ de acuerdo a:

«0,"+NO" = ONOO +H" = ONOOH -=> NO*

El ONOO™ esta en equilibrio con su acido conjugado (ONOOH). En
soluciones neutras es un potente agente oxidante, capaz de oxidar grupos
tioles o tioéteres, capaz de nitrar residuos de tirosina, de nitrar y oxidar
guanosina, de degradar carbohidratos, de iniciar peroxidacion lipidica y de
fragmentar el ADN”’.

Como sabemos, la produccion de «O, " y NO es diferente tanto en su fuente
como en las condiciones en que se lleva a cabo. Sin embargo, la
produccion de ONOO- ocurre siempre cuando se rompe el equilibrio por la
formacion excesiva de uno o de otro. Algunos autores establecen que tanto
las reacciones de oxidacion como de nitracion mediadas por el ONOO
estan influenciadas en gran medida por el flujo de produccion relativo de
«0,"y NO™. Dichos autores establecen que las tasas més altas de oxidacion
se producen con exceso de NO, produciéndose la oxidacion a través del
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*OH y del *NO; formados a partir del ONOO'". Sin embargo, la reaccién
del ONOO' con el CO; es la via mas importante por la que se descompone
el ONOO', formando al final N,O3, que es un potente agente nitrante®'.

Ademas de las reacciones de oxidacion, el ONOO- tiene la capacidad para
nitrar compuestos fenolicos en condiciones fisioldgicas, como los anillos
de tirosina. Los residuos de tirosina son oxidados por los radicales
derivados del ONOO- formando el radical tirosilo, que a su vez reacciona
con el *NO para formar 3-nitrotirosina®*™.

e Factor hiperpolarizante dependiente del endotelio

Ademas de los factores mencionados anteriormente, el endotelio libera otro
factor que produce relajacion en el musculo liso vascular al inducir
hiperpolarizacion de las membranas celulares en las CMLV, que se conoce
como el EDHF. En la actualidad no se conoce bien su naturaleza, aunque
se sabe que se libera in vitro por la accion de concentraciones elevadas de
ACh y Bk por lo que es de suponer que actia como un mediador en la
accion vasorrelajante de estos agentes. Mientras que la relajacion
dependiente de NO es sostenida, la hiperpolarizacién es transitoria. La
hiperpolarizacion y la relajacion inducidas por el EDHF parecen ser
debidas a un incremento en la conductancia del K' a través de canales
activados por calcio y ATP dependientes en el musculo liso vascular, ya
que la ouabaina, un inhibidor de la bomba Na'/K'-ATPasa, inhibe su
accion®***_ Se ha sugerido la posibilidad de que este factor sea un
metabolito 1abil de la ruta del acido araquidonico en la cual parece estar
implicada la via del citocromo P450, aunque también se ha sugerido la
posibilidad de otra via relacionada con la superoxido dismutasa (SOD)
como se mencionara mas adelante. Respecto a su papel fisioldégico o
fisiopatologico, parece ser un mediador muy importante en la relajacion
dependiente del endotelio en las arterias mesentéricas de resistencia.
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¢ FEndotelina

La ET es una proteina de 21 aminoéacidos de la que se han encontrado tres
tipos diferentes, ET-1, ET-2 y ET-3, que so6lo se diferencian en algun
aminoacido en su secuencia. Los tres tipos tienen actividad bioldgica y
solo cambian sus caracteristicas farmacolédgicas. La ET-2 es la de mayor
potencia vasoconstrictora en tanto que la ET-3 es la de menor. Las células
endoteliales sintetizan ET-1 a partir de la pre-proendotelina, que por medio
de una endopeptidasa da lugar a un péptido de 38 a 39 aminoacidos que se
denomina “gran endotelina”. La accion de la endopeptidasa llamada
enzima convertidora de endotelina da finalmente lugar a la ET-1. Esta
conversion es necesaria para que se induzca su actividad biologica, ésta se
produce por estimulo mecéanico, quimico y humoral como sucede con otros
mediadores. El estimulo mas importante para la produccion de ET in vitro
es el iondforo de calcio A23187, lo que demuestra que un aumento del
calcio intracelular en las células endoteliales es crucial para la produccion
de ET. La hipoxia es otro estimulo importante para la produccion de ET en
tejido vascular aislado asi como en individuos sanos expuestos a presiones
menores de oxigeno como sucede en las grandes altitudes. La PGI,y el NO
reducen la liberacion de la ET en tanto que la Ang II, la adrenalina, los
ésteres de forbol y la interleucina-1 (IL-1) estimulan su produccion.

La ET actua mediante receptores especificos, de los que se han descrito
dos tipos, los ETx y los ETg. Los ETA se encuentran en las CMLV y
median la contraccion inducida por ET-1 y la proliferacion de éstas. Los
receptores ETp se encuentran también en dichas células, pero
principalmente en las células endoteliales y median la liberacion de PGI, y
NO inducida por ET-1 y ET-3, produciendo por tanto relajacién vascular,
que podria modular su accion vasoconstrictora®’.

Ademas de su accién vasoconstrictora y secretora a corto plazo, la ET-1
induce a largo plazo acciones mitogénicas en diversos tipos de células
como las células endoteliales, las CMLYV, fibroblastos, células gliales y
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c¢lulas mesangiales. Esta accion sugiere un posible papel de este péptido
en procesos de crecimiento cardiovascular y renal, como el remodelado
vascular, la hipertrofia ventricular y las alteraciones glomerulares
proliferativas. Esta estimulacion de crecimiento celular se produce
mediante el incremento de la expresion de varios protooncogenes que se
han implicado en la regulacion de la transcripcion del ADN, incluyendo c-
myc, c-fos y c-jun. Aunque la ET-1 es por si misma débilmente mitogénica,
¢ésta puede estimular la proliferacion de musculo liso de forma indirecta
facilitando la produccion local de otro potente mitogeno como la Ang II;
ademas se ha descrito que la ET-1 potencia la actividad mitogénica de
otros factores de crecimiento®®.

e C(Citocinas

Son moléculas peptidicas que actian aisladamente o en combinacion para
promover la sintesis de proteinas y el crecimiento celular, de manera
autocrina y paracrina. Estas moléculas se acoplan a receptores especificos
de la membrana celular y activan sistemas de sefiales intracelulares, que
inducirdn la sintesis proteica regulada por protooncogenes. La sintesis de
estos precursores estd regulada, como se menciond, por factores de
transcripcion, siendo uno de los mas importantes el NF-kB®*.

Dentro de las citocinas se distinguen las interleucinas, que se nombran por
las siglas IL, seguidas de un namero (IL-1, IL-6, etc), y otras moléculas
vinculadas a su efecto preponderante, como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a). Las citocinas pertenecen a una familia de péptidos dentro de
los cuales se encuentran factores de crecimiento, prolactina, eritropoyetina,
factor de crecimiento transformante alfa (TGF-o) y citocinas
proinflamatorias. Estos péptidos tienen la capacidad de activar sistemas de
transduccion de sefales que regulan sintesis de proteinas y expresion de
genes, asi como apoptosis’’.
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Las IL son citocinas que estimulan las actividades vinculadas con el
crecimiento de los leucocitos y otros tipos de células. Incrementan la
proliferacion y diferenciacion celular, sintesis de ADN, secrecion de otras
moléculas bioldgicamente activas y respuestas a estimulos inmunoldgicos
y/o inflamatorios.

Como se ha observado a través de esta seccion, el endotelio vascular posee
funciones tan diversas como ser barrera selectiva, actuar en la regulacion
de la homeostasis y la trombosis, la regulacion de las interacciones de los
leucocitos con la pared vascular, la regulacion del tono vasomotor y el
crecimiento de la mayoria de los grupos celulares relacionados con el
sistema cardiovascular. Sin embargo, en condiciones particulares el
endotelio vascular puede modificar su fenotipo facilitando la
vasoconstriccion, inflamaciéon y eventos relacionados con la
trombogénesis. Estas respuestas anormales se manifiestan en condiciones
tales como hipercolesterolemia, hipertension, diabetes mellitus, sin que en
las primeras etapas de tales condiciones se produzca un cambio
morfologico’’. Por otro lado, no hay que perder de vista las evidencias que
existen de que estos cambios son precursores de aterosclerosis y
predictores de futuros eventos vasculares’.

Disfuncién endotelial

La etiologia de la disfuncion endotelial es multifactorial, y los
mecanismos subyacentes son complejos y no han sido completamente
dilucidados. Entre esos factores destacan los cambios en la sefializacion de
receptores por cambios en la membrana, alteraciones en la expresion y
actividad de la eNOS, disminucion de la disponibilidad de
tetrahidrobiopterina (BHj4) e incremento de la produccion de +O,. Sin
embargo, el mecanismo mas cominmente propuesto como el causante de
la disfuncion endotelial es la produccion excesiva de ERO. Estas
disminuyen la biodisponibilidad de NO y exacerban el estrés oxidativo
local, reaccionando directamente con el NO para formar ONOO" el cual, a
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su vez, produce dafio al endotelio’®. Si la hipétesis de un desequilibrio
entre la formacion de ERO vy la capacidad del endotelio para destruir esas
ERO es la causa de la disfuncion endotelial, las moléculas denominadas
antioxidantes que sean capaces de eliminar esas ERO, deberian revertir o
prevenir dicha disfuncién. Esto es, que cualquier intervencion con
antioxidantes podria proteger el endotelio por medio de la eliminacion de
esas ERO y restablecer la biodisponibilidad de NO.

En términos generales, la disfuncion endotelial se define como la menor
capacidad del endotelio vascular para producir vasodilatacion. Si bien el
tono vascular estd determinado por el balance entre los agentes
vasoconstrictores y vasodilatadores, la disfuncion endotelial es debida en
forma primaria a una reduccion en la biodisponibilidad de NO. El NO,
como se menciond en los parrafos anteriores, es el principal responsable de
la vasodilatacion arterial ademas de regular la agregacion de plaquetas. La
biodisponibilidad de NO se modifica por diversos mecanismos entre los
que destacan la baja actividad de la eNOS o la degradacion misma del NO
por un incremento en el estrés oxidativo, aspecto que se detalla mas
adelante.

Por otro lado, aunque la eNOS es una enzima constitutiva, diferentes
factores patologicos pueden regular su expresion. Uno de los mas
importantes es el incremento de estrés oxidativo, el cual a su vez es
definido como la ruptura en el balance de la produccion de agentes
antioxidantes y pro-oxidantes.

Especies reactivas de oxigeno

Como se ha visto, las ERO y su funcion en el sistema vascular son de suma
importancia para lograr un equilibrio en los mecanismos de comunicacion
celular, de este modo el término estrés oxidativo tiene una acepcion muy
amplia, sin embargo en la literatura se usa cominmente para referirse a
condiciones en las que las c€lulas estdn expuestas a niveles excesivos de
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ERO. En este sentido, es importante discriminar las ERO mas importantes
no solamente por el posible dafio que pueden causar, sino también desde
un punto de vista de las vias de sefalizacion que son relevantes en los
procesos celulares.

En las décadas pasadas la investigacion de las ERO en el sistema
cardiovascular ha sido objeto de mucho interés. Estas constituyen un
conjunto de moléculas que, ademés de las propiedades fisicoquimicas
particulares, tienen una gama amplia de funciones a nivel celular. Debido a
su importancia a continuacion se hara una descripcion breve de aquellas
ERO que son relevantes en los cambios patoldgicos asociados a la
hipertension y posteriormente los mecanismos de comunicacion que se han
encontrado.

¢ Anion superdxido

El O, procede de la reduccion univalente del oxigeno molecular. A
diferencia de otros radicales libres, caracterizados por su gran reactividad,
el *O;," sblo es capaz de reaccionar eficazmente con un grupo reducido de
moléculas. Puede iniciar y propagar la oxidacion por radicales libres de
catecolaminas, BHs y otros compuestos relacionados, de ahi su
importancia en el desacoplamiento de la eNOS. No ataca de manera
significativa a los &cidos grasos insaturados o al ADN. Sin embargo es
muy importante en fisiopatologia porque se genera en gran cantidad y
facilmente sufre una conversion hacia otras especies derivadas del oxigeno
que son muy reactivas y dafiinas, tales como el *OH".

El O, se convierte rapidamente en perdxido de hidroégeno a través de una
dismutacion:

2H' +20, 2> H,0,+0,
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Por otro lado, el O, puede captar un electron y dar lugar al radical
hidroperéxido ((HO,), mucho mas reactivo que el *O,™- No obstante, a pH
fisiologico menos del 1% del O, estard en forma de hidroperoxido:

’02_+H+ 9 .HOQ

La enzima mas importante en cuanto a la cantidad de *O, que produce es
la NAD(P)H oxidasa, sin embargo, la NOS, en cualquiera de sus tres
isoformas, también lo puede producir en condiciones de deficiencia, ya sea
de L-arginina o su cofactor la BHs. Ademas, existen otros sistemas
enzimaticos capaces de generar ERO en los vasos, tales como la xantina
oxidasa (XO), citocromo P450, las enzimas de la cadena respiratoria
mitoconrial y la mieloperoxidasa derivada de fagocitos®>. Mas adelante se
hard una descripcion completa de la formacién de <O, por parte de la
NAD(P)H oxidasa.

e Perdxido de hidrogeno

El H,O, no es un radical libre como tal, pues no posee electrones
desapareados en su capa de valencia. Es la forma menos reactiva de las
ERO. Su importancia recae en el hecho de que participa en numerosas
reacciones que dan lugar a la generacion de radicales libres y sobre todo a
que esta involucrado en mecanismos de sefializacion celular.

La fuente mas importante de H,O, es la dismutacion de <O, por las
diferentes isoformas de SOD. Sin embargo, existen otros sistemas
enzimaticos capaces de producir H;O, como es el caso de la NAD(P)H
oxidasa que contiene la sub-unidad NOX4*®. En los ultimos tiempos se han
incrementado las evidencias de que el H,O, tiene un papel muy importante
en la biologia vascular. Las propiedades fisicoquimicas de esta molécula le
proporcionan caracteristicas interesantes desde muchos puntos de vista
como su mayor estabilidad en comparacion con el *O;’, asi como su
permeabilidad en las membranas celulares via la utilizacion de
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aquaporinas’’. El efecto de esta ERO en los vasos sanguineos a corto y
largo plazo se estd estudiando de manera intensiva. Se sabe que el H,O,
produce relajaciéon en muchos vasos sanguineos, pero puede producir
vasoconstriccion dependiendo de la seccion de los vasos donde se ubique y
de su concentracion®®. La vasorrelajacién mediada por el H,O, puede
realizarse indirectamente por via dependiente e independiente del
endotelio'®”!°!, EI H,0; puede mediar respuestas vasculares a diversos
estimulos como agonistas endotelio dependientes, estimulos modulados
por el flujo sanguineo y al 4cido araquidénico'®*'®. Esta ERO también
puede facilitar la formacion de otros vasodilatadores de los comunmente
conocidos como EDHF ademas de modificar la permeabilidad del
endotelio'**!0%1%6,

Si se analizan los efectos a mas largo plazo, el H,O, tiene la capacidad
potencial de alterar la expresion de algunos genes que son fundamentales
en la biologia cardiovascular. El H,O, activa factores de transcripcion
incluyendo NF-kB, estimula la expresion de eNOS e iNOS y componentes
de la NADP)H oxidasa'""'%%!%  Por otro lado, existen evidencias
sustanciales de que el H,O, funciona como un mediador del crecimiento
vascular contribuyendo de esta manera a la hipertrofia vascular producida
en la hipertension y a la progresion de la aterosclerosis''*'*.

Estudios recientes sugieren otro mecanismo mediante el cual el H,O,
puede alterar negativamente la funcion endotelial. Thengchaisri y col.''!,
mencionan que la aplicacion de H,O, exdgeno, incrementa tanto la
expresion de arginasa I como la disminucion selectiva de la respuesta
endotelio dependiente mediada por el NO en arteriolas coronarias. Las
arginasas metabolizan la L-arginina a urea y L-ornitina, por lo que un
incremento en la actividad de esta via reduce la disponibilidad de L-
arginina necesaria para la produccion de NO''?,



Introduccion 45

El H,0; se puede originar a partir de diversas fuentes:

Por reduccion directa de una molécula de oxigeno por dos electrones.

20,+2e-+2H" > H,0,

Por dismutacion del *O,", como se indicd anteriormente.
Como producto de algunas enzimas como glucosa oxidasa, uricasa, etc.
Por reacciones quimicas de autooxidacion.

La detoxificacion del H,O, se lleva a cabo por accion de la catalasa (CAT)
y de la glutation peroxidasa (GPx), con la consecuente formacion de agua.

e Radical hidroxilo

Se obtiene cuando el oxigeno molecular es reducido por tres electrones. Es
la especie derivada de oxigeno mas reactiva. Su vida media estimada es
muy corta, apenas de alrededor de 10™ s, de modo que reacciona muy cerca
de su lugar de formacién con la mayoria de las biomoléculas'". Este
radical se genera por:

1. La ruptura del agua o del H,O, por accion de las radiaciones ionizantes.
H,O+hv = <OH++H
H,O, +hv = 2 <0H

De este modo, puede formarse in vivo a consecuencia de radiacion de alta
energia (rayos X, rayos y) que puede provocar rotura del agua corporal de
acuerdo a la primera reaccion. Si bien la luz UV no tiene suficiente energia
como para escindir una molécula de agua, pero puede dividir el H,O, en 2
moléculas de *OH como en la segunda reaccion.
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2. Debido a la reducciéon del H,O, por iones de metales de transicion. El
proceso mas importante en la formacion del *OH es la llamada reaccion de
Fenton en la que intervienen compuestos metalicos.

H,0, + Fe** > Fe*' + 0H + +OH

3. Es posible que se genere también a partir de H;O, y de O, por la
reaccion de Haber-Weiss.

H,O; +0,7 2 0O,+ OH+-0OH

Produccion de ERO en el sistema vascular y fuentes enzimaticas de ERO
en los tejidos vasculares

Las ERO se forman como intermediarios en los procesos celulares de
oxido-reduccion que llevan a la produccion de H,O a partir de O,. La
reduccion univalente de oxigeno en presencia de un electréon libre forma
*O;", H,O, y *HO. El +O;" tiene un electron desapareado de ahi su alta
reactividad y vida media corta. Es soluble en agua, sin embargo puede
utilizar los canales anidnicos para traspasar las membranas celulares, actia
como agente oxidante cuando se reduce a H,O,, o como agente reductor
cuando ¢l se oxida formando ONOO™ a partir de NO. En condiciones
fisiologicas, soluciones acuosas y pH neutro, se favorece la dismutacion de
*O;" a H;0,. Sin embargo, la formacion excesiva de *O, nos lleva a la
formacion de ONOO™ con el consecuente déficit de NO en las
concentraciones fisiologicamente adecuadas tan importantes para el
mantenimiento de la relajacion vascular.

El H,O; se produce de manera espontanea a partir de la dismutacion del
*O;" o puede formarse de manera catalizada por la enzima SOD. Esta
reaccion se favorece en concentraciones bajas de *O," y altas de SOD.
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En los tejidos vasculares, todas estas ERO se forman en diferentes
concentraciones dependiendo de las condiciones que la misma homeostasis
requiere y al mismo tiempo son reguladas por la SOD, CAT, tiorreductasa
y el conjunto de vitaminas antioxidantes. En condiciones normales la
velocidad de formacion de ERO estd en equilibrio con su velocidad de
eliminacion, sin embargo, un fallo en este equilibrio llevara a un
incremento en la biodisponibilidad de las ERO y asi, a un estado de estrés
oxidativo.

Las ERO se producen en el endotelio, capa adventicia, y en el musculo
liso. Derivan principalmente de la NAD(P)H oxidasa que es una enzima de
multiples subunidades que cataliza la produccion de <O, mediante la
reduccion de O, con un electréon usando el NAD(P)H como donador de
éste:

20,+NADP)H > 20, +NADP) +H"

La NAD(P)H oxidasa vascular muestra cierta similitud, pero también
notables diferencias con la NAD(P)H oxidasa de los fagocitos. Las
enzimas vasculares tienen una velocidad y una actividad diferente a la de
los fagocitos, ya que en éstos la actividad es intermitente y violenta, propia
del sistema inmunologico mientras que en las células vasculares la
velocidad es menor pero con una actividad mas sostenida.

De hecho, la NAD(P)H oxidasa en el sistema vascular es estructuralmente
diversa, ya que la estructura de las sub-unidades que la componen varia de
acuerdo a su ubicacion, ya sea en las células del musculo liso o células
endoteliales como se vera a continuacion.

e Estructura y funcion de la NAD(P)H oxidasa

La NAD(P)H oxidasa que estd mejor caracterizada y que es prototipo de
estudios, como se menciond anteriormente, es la NAD(P)H oxidasa de
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fagocitos, de ahi el nombre de las subunidades que la forman. La
NAD(P)H oxidasa de fagocitos, tiene al menos cinco componentes:
p47phox, p67phox, p40phox, p22phox y gp9lphox. Como algunos
componentes adicionales se incluyen algunas proteinas G de tamafio medio
a pequeno Rac2 (Racl en algunas células) y RaplA.

En células sin estimular p40phox, p47phox y p67phox existen como
unidades citosolicas, mientras que gp91phox y p22phox se encuentran en
las membranas como una flavoproteina dimérica, citocromo b558. Cuando
se fosforila se estimula el componente p47phox, las unidades citosélicas
forman un complejo que migra hacia la membrana donde se asocia con el
citocromo b558 para formar la enzima activa y de este modo poder
transferir el electron del NAD(P)H al sustrato que es el oxigeno molecular
para formar el «O,™''* (Figura 7). La fosforilacion de p47phox y p67phox es
esencial para la activacion de la enzima, en contraste con p40phox que es
un regulador negativo.

La NAD(P)H oxidasa de los fagocitos, se activa s6lo con una estimulacion
y reacciona de manera intermitente y violenta, con produccion de <Oy
extracelular, mientras que en el sistema vascular la enzima es
constitutivamente activa, preensamblada y produce *O, con efecto en el
interior de las mismas células, esta produccion es lenta y sostenida,
sirviendo como moléculas de sefializacion intracelular (Tabla 4).

Todas las subunidades de esta enzima caracterizadas en los fagocitos se
expresan en los vasos. Las subunidades p47phox, p67phox, p22phox y
gp91phox se expresan en las células del endotelio y de la capa adventicia,
sin embargo, en las células del musculo liso, so6lo se expresan
consistentemente p22phox y p47phox. Por ejemplo, en las células del
musculo liso de aorta de rata se expresan p22phox y p47phox pero no
gp91phox. Mientras que en las mismas células de musculo liso, pero de
aortas humanas, se expresan todas las subunidades mayores incluyendo
gp91phox. Estudios recientes han demostrado la existencia de homologos
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de gp91phox (Nox1, Nox4 y Nox5) en el sistema vascular. En el musculo

liso de aortas de rata, la expresion del ARNm de Nox1 parece apoyar el

hecho de que ésta es un sustituto de gp91phox'".

NAD(P)H oxidasa

Figura 7.- Representacion de la estructura y funcion de la NAD(P)H oxidasa.
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Tabla 4.- Caracteristicas de NAD(P)H oxidasa en fagocitos y en células
vasculares.

Caracteristica Neutrofilos Vascular

Actividad en estado basal Inactiva Activa
Agentes vasoactivos,
factores de

Inducida por: Citocinas y patdgenos crecimiento,
citocinas
Nox2 homélogos Nox?2 Nox1/Nox2/Nox4/
Nox5

Cinética de liberacion ) ) )
mnetl Intermitente y violenta | Lenta y sostenida

Oy
Concentracion de <O5” Alta Baja
Sitio de generacion O, Extracelular Intracelular
Sustrato NAD(P)H NADH/NAD(P)H
Proteina G Rac 2 Rac 1

La NAD(P)H oxidasa vascular estaria regulada por varios factores
humorales, incluyendo citocinas, factores de crecimiento, agentes
vasoactivos y factores como la tension de cizalladura y la velocidad de
deformacion.

De particular importancia con respecto a la hipertension es la Ang II, que
estimula la activacion de la NAD(P)H oxidasa, aumenta la expresion de las
subunidades de la enzima e induce la formacion de ERO en las CMLYV,
células endoteliales y fibroblastos en la capa adventicia. Los mecanismos
de comunicacion Ang II/AT,; y NAD(P)H oxidasa no han sido totalmente
dilucidados, sin embargo se sabe que, por ejemplo, la PKC, fosfolipasa A
(PLA) y Rac, estan asociados en la sefializacion de AT; a NAD(P)H
oxidasa. Del mismo modo que el PDGF y el TGF-B, el TNF-a y la
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trombina, activan la NAD(P)H oxidasa de las CMLYV, la ET-1 lo hace en

las células endoteliales''®.

En el sentido contrario, las estatinas y los antihipertensivos como los
B bloqueantes, los bloqueantes de canales de calcio, inhibidores de la ECA
y los bloqueantes de los receptores AT;, regulan negativamente la
expresion de las diferentes subunidades y la actividad de la enzima.

e Otras fuentes enzimaticas de ERO en el sistema vascular

La NOS que es la enzima responsable de la produccion de NO también
puede generar *O," en deficiencia de concentraciones de sustrato, es decir,
bajas concentraciones de L-arginina, y/o de su cofactor BHy. Esto nos lleva
al concepto de eNOS desacoplada, que a su vez produce una concentracion
deficiente de NO, y a la producciéon de *O," asociada a la misma enzima.
La eNOS desacoplada esta altamente correlacionada con la aterosclerosis,
diabetes, hiperhomocisteinemia e hipertension''7-!'%!1%-120.

En la hipertension, la produccion de <O, por parte de la NAD(P)H oxidasa,
aumenta la biodisponibilidad de ERO con la consecuente oxidacion de BHy
a BH3, el desacoplamiento de la eNOS y una produccion de ERO afiadida a
la que ya existe. Llama la atencion que la transferencia del gen de la GTP
ciclohidrolasa, enzima responsable de la regeneracion de BHy, restablece la
actividad enzimatica arterial, el incremento de los niveles de BHy, reduce
la produccion de ERO y mejora la relajacion dependiente del endotelio en
ratas hipertensas.

En definitiva, en los ultimos anos se han descrito una serie de asociaciones
entre diferentes patologias como la hipertension y la hipercolesterolemia
con una mayor produccion de ERO, en particular de *O,", por parte de la
NAD(P)H oxidasa'*'.
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Moléculas diana y efectos vasculares de las ERO

A pesar de que las ERO han sido identificadas como transductores de
sefiales en muchas vias celulares, las moléculas diana no han sido
perfectamente definidas. Las ERO exogenas activan las MAPcinasas que
son importantes en el crecimiento celular, inflamacion, apoptosis y
diferenciacion celular. Sin embargo, las moléculas diana de las ERO mejor
identificadas son las tirosin-fosfatasas y sus factores de transcripcion. La
oxidacion de un residuo de cisteina por H,O, produce el estado inactivado
de la tirosin-fosfatasa. De este modo las ERO inhiben la actividad de estas
enzimas, se produce un incremento en la fosforilaciéon de tirosina que
conlleva la activacion del receptor de la proteina tirosin-cinasa inducido
por estrés oxidativo.

Ademas de estos procesos asociados al crecimiento celular y a la
. ., .y . 44 4.
inflamacion las ERO modulan la concentracion intracelular de Ca™ libre,
que es un elemento importante en la contraccion-relajacion vascular.

Se puede considerar que los efectos vasculares de las ERO se dividen en
dos grandes areas: el crecimiento e inflamacion vascular y los efectos en la
contraccion-dilatacion. Las ERO estimulan los factores de crecimiento y
multiplicacion celulares tales como la fosforilacion de las MAPcinasas, la
tirosin-cinasa activadora de la sintesis de ADN e incrementan la expresion
de protooncogenes'?. Las ERO también regulan la estructura vascular en
la hipertension, mediante el incremento en la formacién de matrices
proteicas extracelulares de fibronectina y colageno. El <O, y el H;O,
promueven la degradacion de la elastina. Este proceso, sensible a los
cambios redox, es inflamatorio e incluye la expresion de otras moléculas
como la IL-6, VCAM-1, ICAM-1 y la peroxidacion de lipidos. Aspectos,

que sumados, contribuyen al remodelado vascular en la hipertension'?.
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Produccién de ERO en el desarrollo de hipertensién arterial

Las ERO tienen un papel primordial en la fisiopatologia de la HTA. Esto
se ha puesto en evidencia debido a que las diversas maneras de medir el
estrés oxidativo han demostrado que éste se encuentra aumentado en la
HTA y a que el tratamiento con diferentes agentes antioxidantes o con
inhibidores de la NAD(P)H oxidasa reducen el estrés oxidativo, la PA e
inclusive pueden prevenir el incremento de la misma en modelos animales
de hipertension.

En ratas genéticamente hipertensas (SHR) o ratas genéticamente
hipertensas “Stroke Prone” (SHR-SP) se manifiesta un incremento en la
generacion de <O, mediado por la NAD(P)H oxidasa en arterias de
resistencia, vasos de conductancia y en rifion'**'*. Estos procesos estan
asociados a un aumento en la expresion de algunas sub-unidades de la
NAD(P)H oxidasa, particularmente p22phox y p47phox, asi como un
incremento en la actividad propia de la enzima. De la misma manera, los
marcadores de dafio en el ADN generado por el estrés oxidativo como la
8’-hidroxi-2’-desoxiguanosina y la carbonilacion de proteinas, marcador
del estado de oxidacion de proteinas, estan incrementados en la aorta,
corazdn y rindn de ratas SHR y SHR-SP en comparacion con los animales
normotensos Wistar Kyoto. También se ha observado un aumento en la
expresion de p47 phox en el lecho vascular renal y méacula densa de ratas
SHR jovenes, sugiriendo una regulacion al alza de la NAD(P)H oxidasa a
nivel renal que precede al desarrollo de la HTA'?®. La importancia de
p47phox ha sido demostrada mediante ratones que no codifican para esta
proteina (p47°"") en los cuales el desarrollo de hipertension producida
por la infusion de Ang II falla'”. Ademas, la disminucién de la
biodisponibilidad de NO como consecuencia del aumento en la generacion
de *O;" vascular puede también contribuir al estrés oxidativo en modelos
SHR y SHR-SP. Tratamientos con vitaminas antioxidantes, inhibidores de
la NAD(P)H oxidasa, BH4 y bloqueantes del receptor AT, disminuyen la
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produccion vascular de *O;" y atentian en diferentes grados el desarrollo de
la HTA en esos modelos animales. Tratamientos muy prolongados o de por
vida en modelos SHR pueden inclusive prevenir el desarrollo de la

En modelos experimentales donde se provoca la HTA: infusion de Ang II,
induccion por sal en ratas sensibles Dahl, HTA inducida por
mineralocorticoides, etc, también se ha observado que el incremento de la
presion arterial, se asocia a una mayor actividad de la NAD(P)H oxidasa,
XO y a un desacoplamiento de la eNOS como ya se ha mencionado. La
inhibicion de la produccion de ERO con alopurinol o apocinina y la
eliminacion de radicales libres con antioxidantes disminuyen la presion
arterial y previenen el desarrollo de la HTA en esos mismos modelos'”.
Esas mejoras, van acompafiadas con cambios positivos en la disfuncion
endotelial, con regresion en la hipertrofia vascular, asi como con una
menor inflamacion vascular'’. Es importante mencionar que la induccién
de HTA por norepinefrina no se asocia a un aumento en el estrés oxidativo
vascular y que la SOD no previene el aumento en la PA, lo que sugiere que

la PA, por si misma, no es la causa primaria del estrés oxidativo en la
HTA!3!

Estudios clinicos indican que los pacientes con HTA esencial producen una
cantidad excesiva de ERO vy tienen disminuida su capacidad
antioxidante'*?. En la mayoria de los estudios, los pacientes hipertensos
son sensibles a la sal y presentan algiin grado de disfuncion renal'**. De la
misma manera, se ha demostrado que existe estrés oxidativo en otras
patologias como la hipertension maligna y la pre-eclampsia'>*'*.
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La disminucion de la actividad antioxidante y niveles reducidos de
antioxidantes y “scavengers” de ERO, como vitamina E, glutation, SOD y
una actividad mayor de la NAD(P)H oxidasa, contribuyen al estrés
oxidativo en pacientes con HTA. La puesta en marcha del sistema renina-
angiotensina se ha propuesto como el mediador mas importante en la
activacion de la NAD(P)H oxidasa y la produccion de ERO en
hipertensos'*®. De hecho, algunos de los efectos de la disminucion de la PA
de los bloqueantes del receptor AT; y de los inhibidores de la enzima
convertidora de Ang II, se atribuyen a una menor actividad de la NAD(P)H
oxidasa y por lo tanto una menor produccion de ERO"’.

Basados en las evidencias experimentales y clinicas, se sabe que el estrés
oxidativo tiene un papel importante en el dafo vascular por lo que ha
habido gran interés en el desarrollo de estrategias que tienen como objetivo
las ERO para el tratamiento de la HTA y otras enfermedades
cardiovasculares. Algunas aproximaciones terapéuticas han considerado
incluir mecanismos para incrementar la disponibilidad de antioxidantes por
medio de la dieta o por medio de suplementacion, con el fin de reducir la
cantidad de ERO"®,

En la tabla 5 se resumen las formas clinicas y experimentales de
hipertension y su relacion con el estrés oxidativo.
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Tabla 5.- Diferentes formas experimentales y clinicas de HTA y su relacion con

el estrés oxidativo. Adaptada de Touyz y Schiffrin 20047,

Tipo de hipertension Biodisponibilidad de ERO

HTA Humana:

- Moderada Sin cambio

- Severa Incrementa

- Sensible a la sal Incrementa

- Maligna Incrementa

- Renovascular Incrementa

- Pre-eclampsia Incrementa
Formas genéticas de HTA:

- SHR Incrementa

- SHR-SP Incrementa
HTA inducida experimentalmente

- Infusion de Ang 11 Incrementa

- Infusion de Norepinefrina Sin cambio

- Dahl sensible a sal Incrementa

- Asociada a obesidad Incrementa
HTA postmenopausia Incrementa
HTA mineralocorticoide Incrementa

Relacion entre disfuncion endotelial y antioxidantes

Todas las células aerdbicas estan sujetas a la presencia de ERO, que tienen
un papel muy importante desde el punto de vista fisioldgico,
especificamente en la sefalizacion. Sin embargo, cuando se pierde el
balance sugerido en la figura 8 aparece el estrés oxidativo y con ¢l la
cascada de reacciones no deseadas como aquellas que se asocian a las vias
metabolicas del NO'’.
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Disfuncion endotelial

Figura 8.- Relacion entre disfuncion endotelial, estrés oxidativo y fuentes
enzimaticas de especies reactivas de oxigeno. Adaptado de Cai’®.

Asi, el organismo ha desarrollado una serie de mecanismos de defensa

antioxidante enzimatica y no enzimatica disefiados para protegerse de la

., . . 14
accion de los radicales libres'*.
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Los antioxidantes pueden actuar de las siguientes formas:

- Previniendo la formacion de ERO.

- Interceptando el ataque de ERO.

- Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en
moléculas menos reactivas.

- Amplificando la resistencia de las dianas biologicas sensibles al
ataque de ERO.

- Facilitando la reparacion del dafio causado por ERO.

- Manteniendo un ambiente favorable para la actuacion de otros
antioxidantes.

Desde el punto de vista de la fisiologia celular, los antioxidantes se
clasifican en: antioxidantes primarios, secundarios y terciarios.

Los antioxidantes primarios previenen la formacién de nuevas especies
de radicales libres. Actian eliminando los radicales libres o especies que
sirven como sustrato o coadyuvantes para generarlos convirtiéndolos en
moléculas menos dafiinas, o impidiendo su formacién. Dentro de este
grupo se incluye a la SOD, la GPx, la CAT y las proteinas ligadoras de
metales como la ferritina. Los antioxidantes secundarios son protectores
no enzimaticos que intervienen cuando hay superproduccioén de radicales
libres y los sistemas enzimaticos estan desbordados, previniendo asi las
reacciones en cadena. Se comportan como tal el glutation, la vitamina E, la
vitamina C, el 4cido urico, la bilirrubina, la albimina y toda la gama de
carotenoides y xantofilas. En tltima instancia, los antioxidantes terciarios
ejercen su defensa mediante la reparacion de biomoléculas dafiadas por los
radicales libres. Entre ellos se encuentran los sistemas proteoliticos
intracelulares, que actian degradando proteinas oxidadas, evitando de este
modo su acumulacion. También podemos destacar las enzimas reparadoras
de ADN y la metionina sulféxido reductasa.
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Debido a su importancia en los mecanismos asociados a la HTA a
continuacion se describen las principales caracteristicas de las tres enzimas
consideradas como antioxidantes primarios.

Superdxido dismutasa

Existen tres isoformas de SOD, que proceden de diferentes genes, pero
catalizan la misma reaccion:

2H  +2°+0, 2 H0,+0,

Las tres isoformas de SOD son: la citosolica o cobre-zinc SOD (Cu-
ZnSOD o SOD-1), la manganeso SOD (MnSOD o SOD-2) situada en las
mitocondrias y una forma extracelular de Cu-ZnSOD (EC-SOD o SOD-3).
Soélo en los ultimos tiempos se ha puesto énfasis en la importancia de estas
tres isoformas de SOD en los vasos sanguineos, su expresion y actividad
presumiblemente tiene un importante efecto en la respuesta de las células
vasculares al estrés oxidativo agudo y crénico. La compartimentalizacion
de varias ERO tiene una relacion directa sobre la actividad y caracteristicas
de las SOD'.

Como se mencion6 la SOD dismuta el *O;" en H,O, y O,. Existen varias
consecuencias funcionales de esta actividad. Primero la SOD protege
contra la citotoxicidad mediada por O, que implica la inactivacion de
proteinas mitocondriales que contienen hierro y azufre como la fumarasa y
la aconitasa. Esta proteccion es de vital importancia, ya que el dafio a esos
complejos proteinicos produce hierro libre con la subsecuente formacion
de «OH.

Ademés, el NO reacciona con el *O," a una velocidad tres veces mayor que
la dismutacion del O, por la SOD”!*. Debido a la alta eficiencia de la
primera reaccion, la concentracion local de SOD es una clave fundamental
en la biodisponibilidad del NO. Por ello, otra funciéon importante de la
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SOD es proteger el NO, aumentar su biodisponibilidad y, en consecuencia,
las vias de sefalizacion donde éste estd involucrado como la
vasorrelajacion. Por otro lado, se sabe que la reaccion del NO con el <Oy
produce  ONOO™ un oxidante muy potente que puede producir
citotoxicidad'*’. Cada vez se acumulan mas evidencias de que el ONOO™
puede tener diversos efectos negativos:

- Nitracion selectiva de los residuos de tirosina en proteinas como
prostaciclina sintasa y MnSOD'*®.

- Activacion de poli ADP-ribosa polimerasa y la expresion de la
iINOS ambos mediadores importantes en la disfuncion vascular en
estados patologicos'**'*.

- Oxidacién de BH4'*.

- Oxidacion del complejo zinc-tiolato en la eNOS.

Estos dos ultimos efectos, producen el desacoplamiento de la eNOS con la
subsecuente formacion de mas -02'147.

Una tercera consecuencia funcional de la actividad de la SOD es la
formacion de H,O,. Como se ha mencionado, el H,O, es relativamente
estable y puede difundir incluso a través de las membranas celulares, por lo
que se considera otra molécula de sefializacion como el NO. Por ejemplo,
el H,O, participa en la expresion de los genes relacionados con el
crecimiento de musculo liso vascular y por ende en la hipertrofia
vascular'®. También puede activar factores de transcripcion especificos y
participar como EDHF en algunos tipos de vasos'*'#%1°0-151,

e Cu-ZnSOD

Se sabe que esta isoforma de SOD es la que se expresa en mayor cantidad
en todas las células, incluidos los vasos sanguineos. Este patron se ha
observado en modelos animales como ratones y en seres humanos. Sin
embargo, la importancia funcional de esta isoforma no ha sido sencilla de
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evaluar, ya que sus inhibidores no son especificos'>?. Mediante ratones
modificados genéticamente, se ha observado que la deficiencia en Cu-Zn
SOD conlleva un incremento en los niveles de <O, y de ONOO,
incremento en el tono biogénico, respuesta vasoconstrictora aumentada y
deficiencia en la respuesta relajante endotelio dependiente mediada por el
NO tanto en arterias como en microvasos'>>"'>*!%. Las alteraciones en la
expresion de esta isoforma pueden modificar la estructura vascular
produciendo, por ejemplo, hipertrofia en arteriolas cerebrales. Estos hechos
son las primeras evidencias directas de que la Cu-ZnSOD esté involucrada
en la inhibicion de la hipertrofia vascular y en el concepto, cada vez mas
importante, del papel de las ERO en el mismo proceso'®. Diversos
estudios con modelos animales donde se ha sobre-expresado la Cu-ZnSOD
han servido para dilucidar la importancia de ésta en la homeostasis y en los
mecanismos de sefializacion'>'**!'*. De hecho, en la medida que se
compruebe el papel del H,O, como EDHF, se estaria pensando en la Cu-

Zn SOD como una verdadera EDHF-sintasa'®’.

e MnSOD

En condiciones normales, la cadena respiratoria o cadena de transporte de
electrones mitocondrial es la fuente mas importante de produccion de <O,
convirtiendo aproximadamente el 5% del O, en «O,'*. Debido a su
localizacion subcelular, la MnSOD es considerada como la primera linea
de defensa contra el estrés oxidativo. Esta afirmacion ha sido respaldada
por el hecho de que ratones deficientes en MnSOD mueren en apenas unas
semanas después de su nacimiento o presentan una serie de fenotipos
anormales: dafio neurodegenerativo, anormalidades cardiacas y dafo
mitocondrial extensivo. En términos generales los niveles de MnSOD en
los vasos sanguineos son bajos comparados con Cu-ZnSOD y EC-SOD.
Sin embargo, a nivel del endotelio se expresan niveles altos de MnSOD'®".
Ademas se ha comprobado que existe una expresion diferencial de la
MnSOD en los vasos sanguineos dependiendo de la region
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anatomofisiologica de que se trate'®®'®. Tanto la actividad como la

expresion de MnSOD pueden modificarse por condiciones fisiologicas
severas o condiciones patologicas. La MnSOD se regula al alza por estrés
oxidativo, el gen que codifica para este enzima, contiene factores de
iniciacion que son sensibles a factores de transcripcidon que, a su vez, son
dependientes del estado redox como la AP-1 y el NF-kB'*2. La sobre-
expresion de la MnSOD mediante la transferencia de genes ha producido
efectos beneficiosos en varios modelos de patologias vasculares
reduciendo la concentracion de *O, y mejorando la funcidon endotelial en
hipercolesterolemia, diabetes e hipertension'**'%,

e EC-SOD

La EC-SOD es la tinica forma de SOD que se expresa a nivel extracelular,
se une a los tejidos mediante un dominio de heparina que le da afinidad por
el sulfato de heparina de los péptidoglicanos presentes en la superficie
celular, en las membranas basales y en la matriz extracelular. La EC-SOD
se localiza en toda la pared de los vasos, particularmente entre el endotelio
y las células de musculo liso'**'%”. La fuente mas importante de EC-SOD
estd en las células musculares, pues al parecer el endotelio no la

produce'®®.

Excepto para algunos tejidos como en el cerebro, la EC-SOD representa la
mayor proporcion de actividad SOD. La actividad de la EC-SOD en los
vasos puede alterarse en respuesta a varios estimulos como el ejercicio,
factores de crecimiento, citocinas, Ang II, NO y estados patologicos como
hipertension, diabetes y aterosclerosis'®”'’’. Con base a su localizacion
extracelular, se han hecho hipotesis de que al menos uno de los principales
papeles de la EC-SOD es proteger al NO en su difusion del endotelio a las
CMLV'". Con el fin de dilucidar el papel de la EC-SOD en los vasos
sanguineos, se han realizado diversos experimentos en modelos animales
modificados genéticamente. En aorta de ratones deficientes en EC-SOD se
ha encontrado incremento en *O; , deficiencia en la actividad basal del NO
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y pérdida de la relajacion endotelio dependiente' "', Por otro lado,
estudios con estrategias de sobre-expresion de EC-SOD han revelado
efectos protectores reduciendo los niveles de PA en ratas SHR'”.

Como se menciond con anterioridad, se ha sugerido que la EC-SOD es
determinante en la biodisponibilidad del NO en los vasos'®®. Su funcion es
proteger el NO durante todo el trayecto desde su lugar de produccion en el
endotelio hasta el musculo liso. Desde este punto de vista es notable que la
deficiencia de EC-SOD y de Cu-ZnSOD sobre la funcién endotelial es
muy parecida y la expresion normal de estas dos isoformas sera esencial en
la homeostasis.

Catalasa

La CAT es una enzima que se encuentra normalmente en los peroxisomas
de las células de los mamiferos. Es una enzima que tiene una estructura
tetramérica que contiene cuatro subunidades idénticas de 60 KDa
dispuestas de manera tetraédrica. Cada una de estas subunidades tiene un
centro activo con un grupo hemo y NAD(P)H. Se puede considerar en
general que este grupo de enzimas tiene dos actividades que dependen de
la concentracion de H,O,. Por un lado, si la concentracion de H,O; es alta,
esta enzima cataliza su conversion a O, y H,O. Sin embargo, a bajas
concentraciones de H,O, y en presencia de un donador asequible de
hidrégeno, como etanol, metanol, fenoles u otro, la CAT actha
produciendo peroxidacion, eliminando el H,O, pero oxidando su sustrato.

Es un hecho que el estrés oxidativo participa en diversas enfermedades
vasculares en los seres humanos, por lo que también se ha utilizado en
modelos animales para discernir su papel en las patologias mencionadas.
Sin embargo, dada la complejidad de las interacciones de las ERO en los
vasos sanguineos y debido a su compartamentalizacion, ha sido dificil
definir completamente el papel de cada ERO. Actualmente existe gran
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interés en el papel del H,O, en la biologia vascular tanto como molécula de
sefalizacion como por su relacion con diversas patologias.

Glutation peroxidasa

La GPx es en realidad un conjunto de isozimas ampliamente distribuidas
en los tejidos de los vertebrados, que promueven la degradacion de H,O,
mediante el uso de glutation reducido (GSH) a H,O y glutatiéon oxidado
(GSSG) de acuerdo a:

H,0, +2GSH - 2H,0 + GSSG

Como se menciond, se distribuye ampliamente en los tejidos y puede tener
actividad sobre otros peroxidos diferentes al H>O, lo que la hace relevante
para la homeostasis en los vasos. Cataliza la reduccion GSH dependiente
de cualquier lipoperéxido (LOOH) a su correspondiente alcohol (LOH).

LOOH +2GSH - LOH + H,0 + GSSG

Esta conversion representa un mecanismo de defensa antioxidante muy
importante. Las enzimas de este grupo son tetraméricas y requieren de
selenio para su actividad. Este selenio participa en la reaccion catalitica y
es la base de la importancia que se le da al consumo de selenio como
micronutriente. Investigaciones sobre la estructura y el mecanismo
catalitico de la GPx han revelado que un residuo selenocisteina presente en
el sitio activo es fundamental para su actividad. En el ciclo catalitico, el
selenol en el residuo selenocisteina reducido es oxidado por el
hidroperoxido para producir acido selénico, el cual es posteriormente
convertido a selenio sulfuro por ataque nucleofilico de GSH.
Posteriormente el selenio sulfuro reacciona con un segundo equivalente de
GSH para regenerar el estado reducido'’®. La mayoria de las GPx actian
sobre el H,O, e hidroperoxidos de acidos grasos y de colesterol, pero no
sobre lipidos esterificados como los presentes en las lipoproteinas, sin
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embargo, otras isoformas pueden actuar sobre estos ultimos. Como se ha
observado, el GSH tiene un papel fundamental en la actividad de esta
enzima, pero también estd involucrado en otras vias antioxidantes
incluyendo la eliminacion directa de oxidantes, el metabolismo del
ascorbato, el mantenimiento de los grupos SH de las proteinas y la
detoxificacion de xenobidticos mediante las enzimas glutation S-
transferasas. En los ultimos afios, se han incrementado los esfuerzos para
evaluar el papel de diferentes antioxidantes en la hipertension, en la

disfuncion endotelial asociada, en la hipertrofia cardiaca y el remodelado
Vascular125’177’178’179’180.
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Cada vez existen mas evidencias de que la hipertension estd asociada con
el estrés oxidativo, que es un evento precoz en el desarrollo de la
disfuncion endotelial y la subsecuente enfermedad cardiovascular. La
etiologia de la disfuncion endotelial es multifactorial, en la que destacan
los cambios en la sefializacion de receptores, alteraciones en la expresion
y actividad de la eNOS, disminuciéon de la disponibilidad de BHy4 e
incremento de la produccion de *O,. El mecanismo mas comunmente
propuesto como causante de la disfuncion endotelial es la produccion
excesiva de ERO. Si la hipétesis de un desequilibrio entre la formacion
de ERO y la capacidad del endotelio para destruirlas, es la causa de la
disfuncidon endotelial, entonces las moléculas que sean capaces de
“limpiar” esas ERO deberian revertir o prevenir dicha disfuncion.
Previsiblemente la intervencién con antioxidantes podria ejercer este
efecto, proteger el endotelio y restablecer la biodisponibilidad de NO.
Teniendo en cuenta la relacion existente entre la HTA y el balance redox
nos planteamos el presente estudio con astaxantina, un carotenoide de
origen natural con elevado poder antioxidante, para lo cual nos
propusimos los siguientes objetivos:

1. Determinar el efecto antihipertensivo que tiene la administracién de
astaxantina, un antioxidante de naturaleza oxicarotenoide, en diferentes
modelos animales de hipertension.

2. Estudiar el efecto de astaxantina sobre las alteraciones funcionales y
estructurales provocadas por la hipertension en los 6érganos diana.

3. Evaluar el efecto de la astaxantina sobre la producciéon de especies
reactivas de oxigeno y su relacion con los cambios funcionales y
estructurales.
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DISENO EXPERIMENTAL

Con el fin de determinar el efecto antihipertensivo de la astaxantina, se
utilizaron dos modelos de hipertension genética (modelos 1 y 3) y un
modelo de hipertension inducida (modelo 2):

Modelo 1. Ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Este es un
modelo de hipertension desarrollado en 1963, a partir de ratas Wistar-
Kyoto, por medio de la seleccion y cruce de machos de hipertension
moderada y hembras con hipertension establecida y se considera un
modelo de hipertension donde se ha seleccionado el fenotipo. Los animales
tienen la PA elevada y presentan fenotipo de dafio en 6rganos similares a
los observados en la hipertension esencial en humanos incluyendo
hipertrofia del ventriculo izquierdo, ataque al corazon y fallo renal'®'.

Modelo 2. Ratones Swiss Albino-CD1 con hipertension inducida.

Ratones macho Swiss Albino pertenecientes a la cepa CD1 (Swiss Albino-
CD1).

La hipertensién se desarrolld mediante la infusion, durante 14 dias, de
1000 ng/kg/min de Ang II, utilizando minibombas osmoéticas (Alzet mini-
osmotic pump, model 1002, EE.UU.) que se insertaron en la zona dorsal de
los animales.

Modelo 3. Ratones modificados genéticamente para las proteinas
Vav3. Estas proteinas son factores de intercambio GDP-GTP que
estimulan las GTPasas Rho y Rac, que a su vez son esenciales en la
regulacion de la homeostasis del sistema cardiovascular. Los ratones que
no expresan Vav3 (Vav3™) consituyen un nuevo modelo en la
investigacion cardiovascular, ya que muestran taquicardia, hipertension
arterial sistémica y un remodelado cardiovascular extensivo. Estas
disfunciones estdn asociadas, entre otras cosas, a una hiperactividad de
neuronas simpaticas desde el nacimiento. Los altos niveles de
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catecolaminas relacionados con esta condicion conllevan la activacion del
SRA, el incremento en los niveles de hormonas relacionadas con el rifion y
la pérdida progresiva de la homeostasis cardiovascular y renal *2.

En los tres modelos, la astaxantina se incorpord a una dieta estandar
preparada por nosotros, de acuerdo a las recomendaciones para estudios de
nutricion del Instituto Americano de Nutricion'® (Tabla 6).

La astaxantina utilizada (Lucatin Pink astaxantina 10% en polvo) fue
suministrada por BASF.

Los experimentos se han realizado teniendo en cuenta las disposiciones
legales existentes referidas a la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos:

a) Directiva 2003/65/CE del Parlamento Europeo y del Consejo por la
que se modifica la Directiva 86/609/CEE (Diario oficial de la
Unién Europea).

b) Real Decreto 1201/2005. BOE 21 de octubre de 2005.

Los animales se mantienen en el estabulario del Servicio de
Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca (USAL)
(Registro N° P.A.E.-SA001), alojados en jaulas a una temperatura
constante de 22 °C, con una humedad ambiental del 60% y con un tiempo
de luz regulado con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Los animales se
distribuyen en un maximo de tres por jaula con acceso libre a comida y
bebida.
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Tabla 6.- Composicion del pienso elaborado para el estudio de acuerdo al

Instituto Americano de Nutricion.

75

Ingrediente Pienso control (g/kg pienso)
Caseina' 225
Almidén’ 358,5
Sacarosa’ 248
Celulosa' 31
D/L metionina' 1
Minerales® 14
Vitaminas® 11
Aceite de maiz’ 110
Colato de sodio’ 2,5

Astaxantina*

'Sigma Aldrich, *Panreac, °Fluka, *MP Biomedicals, ICN Biomedicals,
SAzucarera Ebro, "USUA. * La astaxantina se adicion6 en los grupos tratados en

csp.
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MODELO 1. RATAS SHR

Utilizamos ratas SHR machos pertenecientes a la cepa SHR/Kyo@Rj,
procedentes de los laboratorios Janvier en Francia.

Los animales se adquirieron con una edad de 10 semanas, y tras dos
semana de aclimatacion en el Servicio de Experimentacion Animal de la
USAL, cuando los animales llegaron a las 12 semanas de edad, se inici6 el
tratamiento que tuvo una duracion de 8 semanas.

Previamente se pesaron y se midio la presion arterial sistolica (PAS) para
distribuir aleatoriamente a los animales en los siguientes grupos:

SHR-Control: ratas SHR
SHR-Axt 200: ratas SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
SHR-Axt 75: ratas SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina

El pienso y el agua consumidos se midieron cada tres dias. Semanalmente
se pesaron los animales con el objeto de ajustar la dosis de astaxantina a la
cantidad correspondiente de acuerdo a los cambios en el peso corporal.
Periodicamente se midieron la PAS y la FC.
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1. Presion arterial sistolica, frecuencia cardiaca y peso
Metodologia

La PAS se midio en la arteria caudal, mediante un método incruento, con
un equipo NIPREM 546 (Cibertec S.A., Espana). El fundamento de la
medida consiste en comprimir el tejido alrededor de la arteria de la cola
mediante una banda neumatica, hasta la oclusion completa de la arteria, un
detector de radiacion infrarroja colocado en la cola transforma la sefial
térmica en eléctrica que se registra por medio de un ordenador. Seglin se
observa en la figura 9, la desaparicion de la sefial (a) permite afirmar que
se ha producido la oclusiéon de la arteria. La disminucion controlada de la
presion en la banda neumatica se acompafia de la aparicion de la onda de
pulso en la cola (b). La presion neumatica medida en ese punto es igual a
la presion sistolica en la arteria (c). El registro de la onda pulsatil permite
medir simultaneamente la FC, en pulsaciones por minuto (ppm), a partir de
este registro (d).

Este método tiene la ventaja de ser simple, reproducible, no traumatico y
permite trabajar con el animal despierto. Para obtener buenos resultados es
conveniente habituar al animal a este tipo de manipulacion antes de realizar
las medidas definitivas, para lo cual es importante comentar que, en todos
los casos, la presion se midi6 al menos una semana antes del inicio de los
tratamientos con el fin de que los animales reconocieran el manejo a que
son sometidos y siempre en un lugar con temperatura, ruido y limpieza

adecuados para su bienestar'**.
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Las determinaciones se realizaron en animales despiertos situandolos en un
cepo que deja la cola en libertad. Para captar mejor la sefial se procedid
primero a la dilatacion de la arteria caudal, colocando los animales en un
entorno con una temperatura entre 36-38 °C durante un periodo
aproximado de 10 minutos. A continuacioén se coloca el transductor y la
banda neumatica y se procede al registro de la presion arterial tomando
como criterio valido la obtencion de diez valores seguidos con una
variacion no superior a 10 mmHg y con sefiales claras de FC y pulso.

En todos los casos se determino el valor de la PAS, asi como la FC antes
de comenzar el tratamiento y a las 1, 2, 3, 4, 6 y 8 semanas después del
inicio del estudio.
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Figura 9.- Ejemplo de registro de presion arterial sistolica (mmHg) y frecuencia
cardiaca (ppm).
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Resultados

Todos los resultados se expresan como media aritmética + el error estandar
de la media (EEM) de un minimo de 10 experimentos, el analisis
estadistico se realizo de acuerdo al apartado 2 del anexo 2. Los valores de
PAS al inicio y final del estudio se muestran en la tabla 7, donde se pueden
observar también los valores de la FC y del peso corporal. Como se puede
ver, al inicio del experimento no existio diferencia estadisticamente
significativa en ninguno de los pardmetros entre los grupos SHR-Control,
SHR-Axt 75 y SHR-Axt 200.

Como se observa, al final del estudio el tratamiento con astaxantina
disminuy6 de manera significativa la PAS mientras que en los valores de
FC y peso corporal no existio diferencia significativa. Por otro lado, al
comparar los dos tratamientos de astaxantina entre si, se destacan algunos
aspectos: en ambos casos disminuyod la PAS y conforme avanzd el
experimento se observd un efecto dosis respuesta, quedando por abajo la
PAS del grupo SHR-Axt 200 con una diferencia significativa con el grupo
SHR-Axt 75 al final del experimento. La disminucién en la PAS producida
por la astaxantina fue de 18 = 3 y 8 + 2 mmHg en las dos dosis usadas con
respecto a sus propios valores iniciales y mayor con respecto al grupo
SHR-Control si se tiene en cuenta que la PAS de éste subio a lo largo del
estudio (Figura 10). Se puede observar que a partir de la primera semana
de experimentacion se hizo evidente la diferencia en la PAS entre el grupo
control y los dos grupos tratados con astaxantina, de hecho a partir de ese
momento se presentd una diferencia significativa que se mantuvo hasta el
final del experimento.

En lo concerniente a los valores de frecuencia cardiaca, no existio
diferencia entre los tres grupos de estudio.

En cuanto a los valores de peso corporal no hubo diferencia significativa al
inicio del experimento aunque los animales del grupo experimental SHR-
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Axt 75 tienen un peso un poco mayor pues corresponden a un lote de
animales diferente aunque de la misma edad (Tabla 7). Las diferencias que
se observaron en los valores posteriores, solo se asocian al mismo hecho.

Este hecho es importante, ya que revela que el tratamiento con astaxantina
no influy6 de manera negativa en el crecimiento y el desarrollo normal de
los animales. En este sentido cabe ademas comentar que este
comportamiento, ofrece validez a los parametros de hipertrofia cardiaca ya
que los valores que se obtuvieron en este indice no fueron alterados o
sesgados por diferencias en la velocidad de crecimiento de los grupos
experimentales.
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Tabla 7.- Valores de presion arterial sistolica (PAS), frecuencia cardiaca (FC) y
peso en ratas genéticamente hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200
mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de
astaxantina (SHR-Axt 75). ** p<0,01 frente al grupo SHR-Control * p<0,05
frente al grupo SHR-Axt 75.

Parametro Inicio del estudio Fin del estudio
SHR-Control 167 +3 176 £ 1
PAS
SHR-Axt 200 169 +2 150 & [** *
(mmHg)
SHR-Axt 75 163+ 2 156 + 1**
SHR-Control 382+3 394+ 5
FC
SHR-Axt 200 383 +3 386+ 5
(ppm)
SHR-Axt 75 3785 383+ 6
Peso SHR-Control 255+7 312+5
(2 SHR-Axt 75 279+ 5 334 +3




84 Meétodos y Resultados

=== SHR-Control
== SHR-Axt 200

20 SHR-Axt 75

[@)]

T

€ 104

é 10

n

< 0 = 4

o N T

-y

S -10- T *

(%))

o

Q -20- %

£

S

© 30 T T Y T ]

0 2 4 6 8 10
Tiempo (semanas)

Figura 10.- Cambios de la presion arterial sistolica (PAS) en ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75).
** p<0,01 frente al grupo SHR-Control y * p<0,05 frente al grupo SHR-Axt 75.
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2. Estudios in vitro

Finalizados los tratamientos, las ratas se anestesiaron con pentobarbital
sodico (60 mg/kg, i.p). A continuacion se canuld la arteria carotida con un
catéter (@ = 0,96 mm), por la que se perfundieron los tejidos con solucion
Krebs. Mediante una incision en la arteria femoral se permitio6 el drenaje de
la sangre y el liquido de perfusion, posteriormente se realizd una
laparotomia y se procedio a la extraccion de aorta y rifidén para estudios de
funcionalidad, histologicos y relacionados con el estrés oxidativo, y
corazdn para determinar la hipertrofia cardiaca. Parte de las muestras se
congelaron a -80 °C para otras determinaciones.

2.1. Estudios de funcionalidad: arteria aorta
Metodologia

Se utilizaron bafos para organo aislado, como el que se presenta en la
figura 11, que poseen una doble pared de vidrio delimitando una camara,
que a su vez se encuentra conectada a un circuito cerrado por cuyo interior
circula agua mantenida a una temperatura constante de 37 °C, mediante
una bomba termostatica (TECTRON 4373200 Selecta, Espafia), que actiia
al mismo tiempo como bomba, elemento calefactor y termostato. La parte
inferior del bafio tiene un orificio a través del cual se hace llegar de manera
controlada la cantidad deseada de carbogeno (95% O, y 5% CO,, Air
Liquide, Espaia). El interior del bafio contiene una cantidad conocida de
liquido nutricio que asegura la inmersion completa del tejido. Este liquido
se elimina por una salida situada en la parte inferior de la copa,
inmediatamente se rellena con solucién nutricia nueva a 37° C, de forma
que los cambios de temperatura sean minimos.
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Transductores de fuerza isométricos (modelo UF-1 Harvard Apparatus
Inc., EE.UU.), conectados a un sistema computarizado PowerLab/800 para
Windows (AD Instruments, Reino Unido), constituyen el sistema de
deteccion, registro y cuantificacion.

Transductor

Agua37°C —»

~
/ Carbogeno
Drenaje

Figura 11.- Bafio de organos y transductor isométrico para los estudios de
funcionalidad en anillos de arteria aorta.
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Después de extraer la arteria aorta se procede a la eliminacion del tejido
conectivo y graso que la rodea, posteriormente se corta en anillos de 3 mm
mediante un conjunto de cuchillas acopladas y dispuestas en paralelo e
igualmente espaciadas. A través de la luz de cada segmento se introducen
dos alambres finos de acero inoxidable, uno se fija al bafio de 6rganos y el
otro se conecta al transductor isométrico. Los anillos se colocan en los
bafios de drganos, ajustando la tension basal a 2 g. La preparacion se deja
estabilizar durante 60 minutos renovando la soluciéon nutricia cada 30
minutos y reajustando la tension a 2 g si fuera necesario. La funcionalidad
del tejido se comprueba afiadiendo al bafio fenilefrina (FE, 1x10° M), una
vez alcanzada una meseta de contraccion se afiade ACh (1x10° M) cuya
respuesta relajante nos indica el estado funcional del endotelio. A
continuacion se lavan repetidamente los anillos, se deja estabilizar durante
30 minutos, tiempo aproximado que tarda el anillo en recuperar la tension
basal, se renueva la solucidn, se reajusta la tension si es necesario y se
dejan 30 minutos més de estabilizacion. A partir de este momento se
procede a la realizacion, en anillos diferentes, de los siguientes protocolos:

e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes

Previa contraccién de los anillos con una concentracion de FE 1x10° M y
una vez alcanzada una meseta de contraccién estable, como se ha
mencionado previamente, se realizaron curvas acumulativas concentracion-
respuesta de los siguientes agentes relajantes: ACh (1x10%-3x10* M), cuya
accion relajante es endotelio dependiente y nitroprusiato sédico (NTP,
1x107-3x10” M), cuya accion relajante es endotelio independiente (Figura
12).
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Curva concentracion-respuesta

FE 1x10°M
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.
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Figura 12.- Registro tipico de una curva de relajacion en aorta de rata.

Las curvas a ACh se repiten después de la incubacion durante 30 minutos
con indometacina (5x10° M), para estudiar la participacion de mediadores
producidos por la COX en la respuesta relajante o con nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME, 1x10* M), un inhibidor de la eNOS. La relacién
entre la respuesta contracturante obtenida con FE antes y después de la
incubacion con L-NAME nos indica la biodisponibilidad de NO. Los
detalles de las sustancias utilizadas se pueden encontrar en el anexo 1.
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Resultados

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajacion
frente a la respuesta contractil obtenida con FE. Los resultados se expresan
como la media aritmética + EEM de un minimo de 10 experimentos. El
andlisis estadistico de los resultados se realizd6 como se describe en los
apartados 2 y 3 del anexo 2.

e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes: acetilcolina

Como se puede ver en las curvas concentracion-respuesta, la relajacion
endotelio dependiente en anillos de aorta no mejor6d con la administracion
de astaxantina. Noétese en la figura 13, que las curvas del grupo control y
de los dos grupos tratados se superponen casi por completo.

No existen diferencias significativas en los valores del efecto maximo
(Emax) ¥ de pD; (logaritmo cambiado de signo de la concentracién del
agonista que provoca el 50% del efecto maximo) entre los tres grupos
(Tabla 8).

La incubacion con indometacina acentud la relajacion tanto en el grupo
tratado con 200 mg/kg/dia de astaxantina como con 75 mg/kg/dia. Tanto en
el grupo control como en el grupo SHR-Axt 200 la inhibicion de la COX
determin6 un incremento en la respuesta relajante a ACh del orden de un
32% y una reduccion significativa del valor de pD, (Figura 14, Tabla 8).

Este mismo comportamiento se obtuvo al comparar las curvas
concentracion-respuesta a ACh del grupo SHR-Control y SHR-Axt 75 en
ausencia y en presencia de indometacina. En este caso el incremento en la
relajacion fue de aproximadamente el 40% y también una reduccion
significativa en el valor de pD2 (Figura 15, Tabla 8). Tampoco se
observaron diferencias entre el grupo control y el grupo tratado.
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Figura 13.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10°®-3x10* M) en
aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10° M), de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75).
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Figura 14.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10®-3x10™* M) en
aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10° M), de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control) y SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) e incubadas con indometacina (5x10° M) cuando asi se indica.
** p<0,01 frente a curva sin incubar con indometacina.
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Figura 15.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10®-3x10™* M) en

aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10° M), de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 75) e incubadas con indometacina (5x10° M) cuando asi se indica.
** p<0,01 frente a curva sin incubar con indometacina.
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Tabla 8.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
acetilcolina (1x10°®*-3x10* M) en aortas de ratas genéticamente hipertensas (SHR-
Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 200), SHR
tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75) e incubadas con
indometacina (5x10°® M) cuando asi se indica. ** p<0,01 frente a curva de
acetilcolina sin incubar con indometacina.

ACETILCOLINA
Para-
Curva SHR-Control | SHR-Axt 200 | SHR-Axt 75
metro
Emax (%) | 459+1,6 45,6 £0,9 49,0 £2,1
Acetilcolina
pD» 7,3+0,2 7,4+0,2 7,2+0,1

Acetilcolina | Emax (%) | 82,6 3,5+ | 77.8+3,1%% | 83,4427
+
Indometacina pD; 7,6 + 0,7%% 7.3 +£0,5%* 7,0 £ 0,2%*

Como se menciono en la seccion de métodos, se realizaron también curvas
concentracion-respuesta a ACh después de la incubacion durante 30
minutos con L-NAME para valorar si el tratamiento modifica la
participacion del NO en la respuesta relajante. En la figura 16 se puede
observar que la relajacion a ACh se perdi6 por completo en estas
condiciones. Este efecto se observo tanto en el grupo SHR-Control como
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en el SHR-Axt 200. De hecho, se puede observar que se produjo una ligera
contracciéon que no fue superior a un 15% con una superposicion de las
respuestas en ambos grupos experimentales. Sin embargo, los anillos de
aorta del grupo SHR-Axt 75 tuvieron una contraccidn menor pero no

significativamente diferente al grupo control, como se observa en la figura
17.
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Figura 16.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10®-3x10™* M) en
aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10°M), de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control) y SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) e incubadas con L-NAME (1x10™* M) cuando asi se indica.
** p<0,01 frente a curva sin incubar con L-NAME.
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Figura 17.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10%-3x10* M) en
aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10® M), de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 75) e incubadas con L-NAME (1x10* M) cuando asi se indica.
** p<0,01 frente a curva sin incubar con L-NAME.
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La biodisponibilidad del NO que se determind al comparar la respuesta
contracturante a FE antes y después de la incubacion con L-NAME no
cambid significativamente entre los tres grupos experimentales. Los
valores fueron: 173,9 + 11,5% en el grupo SHR-Control, 157,7 = 10,0% en
el grupo SHR-Axt 200 y 147,0 £ 12,9% en el grupo SHR-Axt 75. Como se
puede ver el tratamiento con astaxantina en las dos dosis utilizadas no
mejord la produccion basal de NO.

e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes: nitroprusiato
sodico

En la figura 18 se muestran las curvas de relajacion independiente del
endotelio. El perfil de las curvas es semejante en los tres grupos de estudio
e igualmente se puede ver que los parametros que caracterizan estas curvas
son similares en los tres grupos experimentales (Tabla 9).

Tabla 9.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
nitroprusiato  sodico (1x10°-3x10° M) en aortas de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75).

NITROPRUSIATO SODICO
Parametro SHR-Control SHR-Axt 200 SHR-Axt 75
Emax (%) 79,7 +4,7 77,6 3,9 75,5+ 3,4
pD; 7,7+0,3 7,5+0,2 7,6 +0,2
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Figura 18.- Curvas concentracion-respuesta a nitroprusiato sodico (1x107-
3x10° M) en aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10° M), de ratas
genéticamente hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de

astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 75).
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2.2. Estudios de funcionalidad: rifion
Metodologia

Una vez sacrificado el animal, el rifién izquierdo se canula cuidadosamente
por la unién entre la arteria renal y la aorta abdominal con un catéter (0 =
0,96 mm), se separa cuidadosamente y mediante el mismo catéter se
conecta simultdneamente, por una llave de tres vias, con el transductor de
presion y el sistema de perfusion (Figura 19). La perfusion se realiza con
solucion Krebs gaseada con carbdgeno a una temperatura de 37 °C y a un
flujo constante de 3 ml/min mediante una bomba de perfusion (Masterflex
L/S, Cole-Palmer, EE.UU.). Los cambios de presion detectados por el
transductor se registran con un sistema computarizado PowerLab/800 para
Windows.

Figura 19.- Sistema de perfusion para evaluar la funcionalidad del lecho vascular
renal.



Meétfodos y Resultados 99

Después de 15 min de estabilizacion, se comprobd la funcionalidad del
tejido con KCl (40 mM) en el liquido de perfusion hasta alcanzar una
meseta de contraccion estable. En ese momento se retira el agonista del
liquido de perfusion para recuperar la presion basal.

Las curvas concentracion-respuesta a ACh (1x10°-1x10™* M) se realizaron
previa contraccion con FE (1x10° M). Cuando se conseguia una meseta de
contraccion estable se perfundian las soluciones con concentraciones
crecientes de ACh, esperando una respuesta estable antes de incorporar la
siguiente concentracion. Después de un periodo de estabilizacion de 30
minutos se repetia el mismo protocolo para realizar una curva
concentracion-respuesta a NTP (1x10°-1x10 M).

En algunos experimentos, correspondientes a los grupos SHR-Control y
SHR-Axt 200, se repitid6 la curva concentracion-respuesta de ACh en
presencia de L-NAME (1x10* M) con el fin de determinar la participacion
de la sintesis de NO en la respuesta relajante. La biodisponibilidad de NO
se determind, como en el caso de las aortas, comparando las respuestas de
FE antes y después de la incubacion con L-NAME. Los detalles sobre las
sustancias utilizadas se pueden encontrar en el anexo 1.

Resultados

La presion de perfusion basal y la respuesta a KCl se expresan en mmHg.
La relajacion provocada por ACh se expresa como % de relajacion frente a
la respuesta de contraccion obtenida con FE 1x10° M. Los resultados se
expresan como la media aritmética £ EEM de un minimo de 10
experimentos. El andlisis estadistico de los resultados se realizd6 como se
describe en los apartados 2 y 3 del anexo 2.

No existio diferencia significativa en la presion de perfusion basal entre los
tres grupos experimentales: 39,6 = 5,2 mmHg en el grupo SHR-Control,
43,6 = 2,2 mmHg en el grupo SHR-Axt 200 y 50,3 + 4,6 mmHg en el
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grupo SHR-Axt 75. En la respuesta a KCI (40 mM) tampoco hubo
diferencia; los resultados en el mismo orden fueron: 103,2 + 17,8 mmHg,
113,9 + 14,1 mmHg y 138,1 +£ 12 mmHg.

En la figura 20 se presentan las curvas concentracion-respuesta a ACh en
rinén. El perfil de estas curvas es similar en los tres grupos experimentales
aunque con un desplazamiento a la izquierda de las curvas
correspondientes a los dos grupos tratados con astaxantina. Se observan
diferencias altamente significativas en la respuesta maxima y un ligero
incremento en los valores de pD,, aunque estos ltimos no llegaron a ser
significativos (Tabla 10). Con los datos obtenidos, podemos decir que la
astaxantina mejora la relajacion endotelio dependiente en el lecho vascular
renal mejorando los valores de pD; e incrementando entre un 15 a un 18%
el valor del E,,.x con respecto al grupo SHR-Control.

La perfusion con L-NAME increment6 la respuesta contracturante a FE.
Los valores de biodisponibilidad de NO reflejan que el tratamiento con
astaxantina 200 mg/kg/dia incrementd este pardmetro de forma
significativa (Figura 21).
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Figura 20.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10°-1x10™ M) en
rifion, perfundido y precontraido con fenilefrina (10° M), de ratas
genéticamente hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de
astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 75). ** p<0,01 frente a la curva del grupo SHR-Control.
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Tabla 10.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
acetilcolina (1x10™-1x10™* M) en rifion de ratas genéticamente hipertensas (SHR-
Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR
tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75). * p<0,05 y ** p<0,01
frente a la curva del grupo SHR-Control.

ACETILCOLINA
Parametro SHR-Control SHR-Axt 200 SHR-Axt 75
Emax (%) 71,1 £2,9 82,1 £ 3,8%* 84,2 + 3,8%*

pD» 7,0+0,1 7,4+0,3* 7,7+0,3*
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Figura 21.- Biodisponibilidad de NO en rifion perfundido de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control) y SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200). * p<0,05 frente al grupo SHR-Control.
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La relajacion provocada por NTP en rifion perfundido fue similar en los
tres grupos estudiados como podemos observar tanto en las curvas
concentracion-respuesta como en los pardmetros calculados a partir del
ajuste no lineal de la misma (Tabla 11 y Figura 22).

Noétese que aunque el grupo SHR-Axt 75 tuvo valores de relajacion
ligeramente superiores a los otros dos grupos, esta diferencia no fue
significativa. De hecho, la curva concentracion-respuesta correspondiente a
este grupo se desplazo a la izquierda dando un valor de pD; ligeramente
mayor pero no estadisticamente diferente.

Tabla 11.- Parametros que caracterizan las curvas concentracidon-respuesta a
nitroprusiato  sédico (1x10°-1x10* M) en rifion de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75).

NITROPRUSIATO SODICO
Parametro SHR-Control SHR-Axt 200 SHR-Axt 75
Emax (%) 76,4 £15,8 75,9 £10,6 83,4+122

pD» 6,3+0,5 6,1 +£0,3 7,3+0,7
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Figura 22.- Curvas concentracidn-respuesta a nitroprusiato sodico (1x107-
1x10™* M) en rifién, perfundido y precontraido con fenilefrina (1x10° M), de
ratas genéticamente hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200

mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de
astaxantina (SHR-Axt 75)-
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3. Hipertrofia cardiaca
Metodologia

Una vez que se sacrifican los animales se extrae el corazon y se coloca
inmediatamente en solucion Krebs a 37 °C aireada con carbogeno. A
continuacion se pasa a otra solucion de KCI 150 mM para detener el
corazon en didstole. Se eliminan cuidadosamente los restos de tejido graso,
se separan las auriculas, se diseccionan el ventriculo derecho y el izquierdo
dejando el septum intraventricular como parte del ventriculo izquierdo'™.
Se seca cuidadosamente para eliminar el exceso de liquido y se pesa. La
relacion entre el peso del ventriculo izquierdo y el peso corporal se utiliza
como indice de hipertrofia cardiaca (HVI).

Resultados

Los resultados se expresan como la media aritmética = EEM de un minimo
de 10 experimentos. El andlisis estadistico de los resultados se realizo
como se describe en el apartado 2 del anexo 2.

En la figura 23 puede observarse que el tratamiento con astaxantina redujo
de forma significativa la hipertrofia cardiaca. Cabe destacar que al
comparar los dos tratamientos con astaxantina no se encontrd diferencia
significativa entre ellos. De acuerdo a lo anterior, podemos decir que la
astaxantina reduce la HVI con las dos dosis utilizadas de manera
estadisticamente significativa con respecto al grupo SHR-Control.
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Figura 23.- Indice de hipertrofia cardiaca (HVI) en ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75).
* p<0,05 y ** p<0,01 frente al grupo SHR-Control.
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4. Morfometria en arterias
Metodologia

La metodologia para arterias de conductancia (aorta) y de resistencia
(lecho vascular renal) es comun, s6lo cambia la forma de obtener las
muestras, lo que se especifica en las siguientes lineas.

Todas las muestras se fijaron en formol tamponado al 10%. De la arteria
aorta se fijo un anillo, en tanto que para el caso de las arterias renales, la
fijacion se realiz6 con la mitad del rifibn derecho seccionado
longitudinalmente en su eje dorso-ventral. Posteriormente, en ambos casos,
se realiza la inclusion en parafina sintética entre 56 y 57 °C, mediante el
uso de un procesador automatico de tejidos Shandon-Elliot modelo Bench
SCE 0400, EE.UU., con un programa de cambio de alcoholes y bencenos
que se efectia de manera automatica. Una vez concluido este proceso se
realizan los bloques en la unidad formadora de bloques marca Tissue-Teck,
Japon.

Para el estudio estructural se realizaron cortes seriados de estas muestras
de 4-5 um de grosor con un micrétomo de rotacion (LEICA RM 2155,
Alemania). A continuacién, se colocaron en portaobjetos previamente
desengrasados y tratados con albimina-glicerina. Por ultimo los cortes se
dejaron secar en una estufa a 37 °C durante 16-18 horas. Las secciones se
desparafinan en xilol y se hidratan pasando por una serie de alcoholes de
concentracion decreciente.

Para determinar los distintos pardmetros morfométricos de las arterias los
cortes se tifien con hematoxilina-eosina con el fin de aumentar el contraste.
La hematoxilina es un colorante de caracter basico con mas afinidad por
componentes celulares acidos como el nucleo, que se tifie de color violeta.
En contraste, la eosina es de naturaleza acida, con mayor afinidad por el
citoplasma que adquiere un color rosado.
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Una vez realizada la tincion, los cortes se observan al microscopio optico
(Olympus BX50, Japon), ajustando el objetivo para cada muestra de modo
que se obtenga una vision completa de los anillos de aorta y de las
secciones transversales de las arterias renales. En este caso, se eligieron
arterias intrarrenales de entre 20 y 60 um de diametro externo con el fin de
asegurarnos que se trataba de vasos de resistencia. Las imagenes se
captaron con la ayuda de una camara de alta resolucion (Olympus DPS50,
Japon) adaptada al sistema y posteriormente, utilizando el software Scion
Image 4,2 para Windows (desarrollado por US National Institutes of
Health y disponible en http://rbs.info.nih.gov/nih-image/) se midieron los
siguientes parametros:

e P;: perimetro interno que delimita el lumen del vaso.

e P perimetro externo que delimita el margen exterior de la capa
media.

e A;: area del lumen del vaso.

e A.: area delimitada por el margen exterior de la capa media.

Cada medida se realizd por duplicado por un mismo observador dando
como valor de medida la media entre ambos valores. A partir de estos
valores se calcularon los siguientes parametros morfométricos:

¢ R;: radio del lumen del vaso. Se obtiene a partir de la formula P;
= 2T1R;.

e R.:radio externo del vaso, (P. = 2I1R).

e CSA,: area seccional de la capa media que se obtiene por
diferencia de areas (Ac-Aj).

e L: lumen del vaso (2xR;).

e W, grosor de la capa media que se obtiene por diferencia entre
ambos radios (R¢-Rj).

e  W,/L: relacion entre el grosor de la capa media y el lumen del
vaso.



110 Meétodos y Resultados

Resultados

Los resultados de morfometria se expresan como la media aritmética +
EEM de un minimo de 5 experimentos. El analisis estadistico de los
resultados se realizo como se describe en el apartado 2 del anexo 2.

e Morfometria de aortas

Los valores de cada parametro morfométrico se pueden ver en la tabla 12.
La administracion de astaxantina produjo cambios significativos en todos
ellos, excepto en el valor de L del grupo SHR-Axt 200. La disminucion en
el Wy, en las aortas de ratas de los grupos tratados produjo cambios
significativos en el area seccional de la capa media y en la relacion W,/
(Figura 24). Estos cambios en la morfometria de la aorta, implican una
mejoria estructural. Para ilustrar los resultados, en la figura 25 se muestran
imagenes representativas.

Tabla 12.- Parametros morfométricos de arteria aorta de ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75).
* p<0,05 y ** p<0,01 frente al grupo SHR-Control.

Parametro SHR-Control SHR-Axt 200 SHR-Axt 75
L (um) 1514+ 18 1519 +21 1636 + 31%*
Wi (um) 130,0 + 3,4 115,3 + 3,0% 112,0 + 3,9%%*
CSAn (mm%)| 0,659+0,014 | 0,589+0,014* | 0,597 +0,018 **

L= lumen del vaso, W,,= grosor de la capa media, CSA,,= area seccional de la

capa media.




Meétodos y Resultados 1171

0.10+

0.084

*%

0.064

W, /L

0.044

0.024

0.00+
SHR-Control SHR-Axt 200 SHR-Axt 75

Figura 24.- Relacion entre el grosor de la capa media y el lumen (W,/L) en
secciones de aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR-Control), SHR
tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR tratadas con
75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75). * p<0,05 y ** p<0,01 frente al
grupo SHR-Control.
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Figura 25.- Imagenes obtenidas de cortes histologicos de secciones transversales
de arteria aorta tefiida con hematoxilina-eosina. Ratas genéticamente hipertensas
(SHR-Control) y ratas SHR tratadas con astaxantina (SHR-Axt).

e Morfometria de arterias renales

La evaluacion de los cambios morfométricos en arterias de resistencia se
llevé a cabo seleccionando un minimo de 10 arterias intrarrenales para
cada rifdn con un didmetro externo comprendido entre 20 y 60 um. El
analisis morfométrico de estas arterias mostro que los tratamientos con
astaxantina modificaron todos los pardmetros morfométricos, con
excepcion del lumen en el grupo SHR-Axt 200. En la tabla 13 se puede ver
que el lumen del grupo experimental SHR-Axt 75 mostré un incremento
altamente significativo con respecto al grupo SHR-Control.
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Los dos grupos tratados con astaxantina mostraron una reduccion del Wy,
siendo en ambos casos esta diferencia altamente significativa con respecto
al grupo SHR-Control. EI comportamiento para el CSA,, fue el mismo que
en el pardmetro anterior, pero la diferencia encontrada entre los dos grupos
tratados con astaxantina y el grupo SHR-Control fue menos significativa.
Los cambios producidos por la administracion de astaxantina en la
morfometria de las arterias renales en las dosis utilizadas, implican una
mejoria en la estructura de los vasos. Al comparar los dos grupos tratados
para estos tres parametros, no se encontrd diferencia estadisticamente
significativa. En la figura 26 se muestran los valores correspondientes a la
relacion W, /L para cada uno de los grupos experimentales. En tanto que
en la figura 27, se muestran imagenes representativas.

Tabla 13.- Parametros morfométricos en arterias intrarrenales de resistencia de
ratas genéticamente hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia
de astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina
(SHR-Axt 75). * p<0,05 y ** p<0,01 frente al grupo SHR-Control.

Parametro SHR-Control SHR-Axt 200 SHR-Axt 75

L (um) 17,30+ 0,83 | 18,02+£0,86 | 21,57 +0,99%*
Win (um) 1032+ 036 | 8,58+0,38%* | 7,99 +0,20%*
CSAp (um’) 847,6 £559 | 710,6+582* | 707,3 + 50,0%

L= lumen del vaso, W,,= grosor de la capa media, CSA,,= area seccional de la
capa media.



114 Meétodos y Resultados

0.7
0.6+
0.5+

< 0.4-

< 0.34
0.24
0.14
0.0~

*%

*%

SHR-Control SHR-Axt 200 SHR-Axt 75

Figura 26.- Relacion entre el grosor de la capa media y el lumen (W,/L) en
secciones de arterias intrarrenales de ratas genéticamente hipertensas (SHR-
Control), SHR tratadas con 200 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 200) y
SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 75). ** p<0,01 frente
al grupo SHR-Control.
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Figura 27.- Iméagenes obtenidas de cortes histologicos de secciones transversales
de arterias intrarrenales tefiidas con hematoxilina eosina. Ratas genéticamente
hipertensas (SHR-Control) y ratas SHR tratadas con astaxantina (SHR-Axt).
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5. Produccion de anion superdxido
5.1. Evaluacion por quimioluminiscencia
Metodologia

La produccion de <O, se midid6 mediante quimioluminiscencia con
lucigenina (LC), este método se basa en la formacion de un cation de
lucigenina (LC") en presencia de *O,, a partir de este cation se forma un
dioxetano de lucigenina (LCO;) también en presencia del <O
posteriormente, para estabilizar la lucigenina, el dioxetano cede su energia
en forma de ondas -electromagnéticas que son medidas por un
fotoamplificador y un fotodetector, de acuerdo a las siguientes

reacciones ¢

O, + LC? > LC +0,
LCs ++0, 2 LCO,

LC O, 2 2- N metilacridona + hv

Las determinaciones se realizaron en arteria aorta siguiendo las
condiciones propuestas por Miinzel y col.'"”’. Animales provenientes de
cada uno de los grupos experimentales se sacrificaron como ya se
menciond, se extrajo la arteria aorta y, una vez limpia de tejido conectivo y
grasa, se corto en anillos. Los anillos se incubaron en una solucion tampon
HEPES cuya composicion se detalla en el anexo de sustancias utilizadas
(anexo 1). La incubacion se realizé durante 30 minutos a 37 °C, con
adicion constante de carboégeno y en presencia de dacido dietil-
ditiocarbamato (DDC, 10 mM).
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Se realizaron medidas de produccion de <O, tanto en forma basal como
estimulada mediante la adicion de NADPH 100 uM como sustrato de la
NADPH oxidasa.

En un tubo del luminémetro se pone HEPES a 37 °C, se afiade LC (5 uM),
por ultimo se pone el anillo de aorta y se lee inmediatamente. Al terminar
esta lectura se afiade 4,5-dihidroxi-1,3-benceno acido disulfénico (tiron 1
M), que es un “scavenger” de *O;’, con el fin de hacer una segunda lectura
y obtener por diferencia las unidades relativas de luminiscencia (URL)
especificas del «O;".

La mitad de los anillos se incubaron en presencia de NADPH para
determinar la produccion de O, cuando se estimula la NAD(P)H oxidasa
con su sustrato.

Todas las lecturas se realizaron en un lumindémetro (Lumat LB 9507,
Berthold, Alemania). Cada lectura fue el promedio de 10 medidas de 30
segundos con un retraso de 2 segundos.

Terminado el experimento los anillos de aorta se secaron y se pesaron para
posteriormente expresar los resultados como unidades relativas de
luminiscencia por unidad de tiempo y respecto al peso seco de los anillos
(URL/min/mg de seco).
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Resultados

Los resultados se expresan como la media aritmética + EEM de un minimo
de 5 experimentos. El analisis estadistico de los resultados se realizé como
se describe en el apartado 2 del anexo 2.

La produccion basal de *O, no fue estadisticamente diferente entre los tres
grupos experimentales: 289,8 + 61,3 para el grupo SHR-Control, 351,0 +
34,1y 253,3 £ 26,4 URL/min/mg de tejido para los grupos SHR-Axt 200 y
SHR-Axt 75 respectivamente.

La produccion estimulada de O, mediante la adicion de NADPH se
incremento entre 6 a 10 veces respecto a la produccion basal. En este caso,
las diferencias en la produccion de <O,  se hicieron patentes entre los
grupos experimentales (Figura 28). En la figura se puede observar que el
tratamiento con astaxantina, independientemente de la dosis, redujo en un
50% la produccién de *O; frente al grupo SHR-Control. Sin embargo, no
existid diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos
tratados.
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Figura 28.- Produccion de O, estimulada con NADPH (100 pM) en anillos de
aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR-Control), SHR tratadas con 200
mg/kg/dia de astaxantina (SHR-Axt 200) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de
astaxantina (SHR-Axt 75). * p<0,05 frente al grupo SHR-Control.
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5.2. Evaluacion por fluorescencia

Metodologia

Debido a que el valor mas bajo de produccion de *O,” basal entre los tres
grupos experimentales se obtuvo con el grupo SHR-Axt 75, se decidio
evaluar la produccion in situ de O, tanto en este grupo como en el grupo
SHR-Control, para lo cual se utilizd dihidroetidio (DHE), una sonda
fluorogénica especifica de *O,- Muestras de anillos de aorta provenientes
de estos dos grupos experimentales fueron incluidas de manera inmediata a
su obtencion en una mezcla de alcohol polivinilico y carbowax (O.C.T.
Sakura Tissue Tek, Japon) y mantenidos a -80°C hasta su utilizacion.

A partir de estas inclusiones, se hicieron cortes de 2 um de espesor en un
criostato (Microm HM 505N, Alemania). Una vez montados en
portaobjetos se llevaron a temperatura ambiente y se rehidrataron con
soluciéon tampon HEPES. Posteriormente se incubaron en la oscuridad
durante cinco minutos en una soluciéon 1 puM de dihidroetidio en tampon
HEPES, se lavaron nuevamente con la solucién tampoén y se observaron y
fotografiaron mediante un microscopio confocal (Zeiss LSM 510,
Alemania) usando una longitud de onda de excitacion de 530 nm y un
filtro de emision de rodamina. Las condiciones del detector y del laser se
mantuvieron constantes para todas las muestras.

Dihidroetidio + *O,” - etidio-DNA + Fluorescencia en rojo

La fluorescencia del DHE se cuantifico mediante un paquete de analisis de
imagen (Image J version 1.4.3. NIH., EE.UU.). Las imagenes RGB del
microscopio confocal fueron cargadas en este programa y convertidas a
imagenes de 8 bits en escala de grises. La fluorescencia media se cuantificd
como la densidad integrada de fluorescencia (producto del valor medio en
grises multiplicado por el area de medicion). El valor medio de grises a su
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vez corresponde a la luminosidad en grises dividida entre el nimero total
de pixeles.

Resultados

Los resultados se expresan como la media aritmética + EEM de un minimo
de 4 experimentos. El analisis estadistico de los resultados se realizdo como
se describe en el apartado 2 del anexo 2.

Como se ve en la figura 29, la produccion de *O," en el grupo control fue
superior a la produccion del grupo tratado con astaxantina. El tratamiento
con astaxantina a la dosis de 75 mg/kg/dia redujo la produccion de *O, en
los cortes de aorta en un 34% con respecto al grupo no tratado, lo que
pondria de manifiesto el cardcter antioxidante de la astaxantina. En la
misma figura 29 se presentan dos fotografias caracteristicas de esta
evaluacion.
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Figura 29.- Producciéon “in situ” de <O, en anillos de aorta de ratas
genéticamente hipertensas (SHR-Control) y SHR tratadas con 75 mg/kg/dia de
astaxantina (SHR-Axt 75). * p<0,05 frente al grupo SHR-Control.
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MODELO 2. RATONES CON HIPERTENSION INDUCIDA POR
ANGIOTENSINA 11

El modelo se desarrolld con ratones macho Swiss Albino pertenecientes a
la cepa CDI con ocho semanas de edad, procedentes del Servicio de
Experimentacion Animal de la USAL.

Previamente se pesaron y se midio la presion arterial sistolica (PAS) para
distribuir a los animales en los siguientes grupos:

Sham: ratones Swiss Albino-CD1 operados e implantados con las
minibombas osmoticas pero sin la infusion de Ang II.

Ang II: ratones Swiss Albino-CD1 operados e implantados con las
mini-bombas osmoticas y la infusion de Ang II.

Ang II Axt: ratones Swiss Albino-CD1 operados e implantados con
las minibombas osmoticas y la infusion de Ang II més el tratamiento
en la dieta con astaxantina a una dosis de 75 mg/kg/dia.

El pienso y el agua consumidos se midieron cada tres dias. Semanalmente
se pesaron los animales con el objeto de ajustar la dosis de astaxantina a la
cantidad correspondiente de acuerdo a los cambios en el peso corporal.
Con la misma frecuencia fue evaluada la PAS.
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1. Presion arterial sistolica
Metodologia

La PAS se midi6 en la arteria caudal, siguiendo el método descrito en el
modelo con ratas SHR. En este caso se utiliz6 un equipo NIPREM 645
(Cibertec S.A. Espana). Las medidas se realizaron antes de la insercion de
las minibombas y después de 7 y 14 dias.

En este caso, ademas, se determiné la presion arterial media (PAM) por un
método cruento en animales anestesiados. Después de terminar el tiempo
de experimentacion, los ratones se anestesiaron con uretano (1,5 g/kg, i.p),
a continuacién se canul6 la arteria carétida con un catéter (@ = 0,61 mm),
que se conectdé a un transductor de presion. Los valores de presion
detectados por el transductor se registraron con un sistema computarizado
PowerLab/800 para Windows. Se midié la PAS, la presién arterial
diastolica (PAD) y se calculo la presion arterial media de acuerdo a la
siguiente formula:

PAM = {[PAS-PAD]/3} + PAD
Resultados

Los resultados de la PAS y de la PAM se expresan en mmHg como media
aritmética + EEM de un minimo de 10 experimentos, el analisis estadistico
se realiz6 como se menciona en el apartado 2 del anexo 2.

En los valores de la PAS se encontré que, si bien al inicio no existieron
diferencias significativas, conforme avanzo el tiempo de tratamiento los
tres grupos mostraron comportamientos diferentes.

Durante los 14 dias de tratamiento la PAS no se modificé en el grupo
Sham: al inicio fue de 102 + 1 mmHg y al final de 104 + 1 mmHg. En
contraste la infusion de Ang Il produjo un incremento de 45 + 1 mmHg en
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el grupo experimental Ang II. Por otro lado, en el grupo de animales que
ademas de Ang II recibid astaxantina en la dieta, el incremento de la PAS
fue de 24 £ 1 mmHg. En la figura 30 se puede observar el comportamiento
en relacion a las PAS de los tres grupos.

En la misma figura se observa la PAM al final del tratamiento, aunque las
diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente significativas, el
comportamiento fue similar al de la PAS: el grupo Ang II mostro6 el valor
mas alto, seguido del grupo donde se administrd astaxantina, mientras que
el menor valor de la PAM fue para el grupo Sham.

En cuanto al peso de los animales, observamos que no existié diferencia
estadisticamente significativa entre los tres grupos experimentales, tanto al
inicio como al final del tratamiento, por lo que podemos decir que la
infusion de Ang II y la administracion de astaxantina en el alimento no
afectaron el crecimiento en peso de los animales.
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Figura 30.- Presion arterial sistolica (PAS) en ratones conscientes y presion
arterial media (PAM) en ratones anestesiados Swiss Albino-CD1 (Sham), Swiss
Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang 1) y tratados
con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt). ** p<0,01 frente al grupo Sham y

*%p<0,01 frente al grupo Ang II.
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2. Estudios in vitro

Una vez determinada la PAM se realiza una laparotomia y se procede a la
extraccion de aorta y rifidn para estudios de funcionalidad, corazon para
determinar la hipertrofia cardiaca y fibrosis, ademds de sangre e higado
para determinar parametros relacionados con el estrés oxidativo. Parte de
las muestras se congelan a —80 °C hasta la realizacion de las
determinaciones.

2.1 Estudios de funcionalidad: arteria aorta
Metodologia

Para los estudios de funcionalidad en aorta se utiliz6 un miografo de cuatro
canales (Multiwire Myograph System, DMT Modelo 610M, Dinamarca).
Previamente al montaje de los anillos y después de extraer la arteria aorta
se procede a la eliminacion del tejido conectivo y graso que la rodea, a
continuacion se corta en anillos de aproximadamente 2 mm de longitud. A
través de la luz de cada segmento se introducen dos alambres finos de
acero inoxidable de 40 um de didmetro, uno se coloca en la parte fija o
correspondiente al transductor, mientras que el otro se une a la parte moévil
que a su vez estd unida al tornillo micrométrico. Una vez que los anillos
estan montados en los bafios, con solucion Krebs y aereados con carbdgeno
se espera a que la temperatura se estabilice a 37 °C. Posteriormente, se
normalizan los anillos a una tensioén equivalente a 100 mmHg, y se ajusta
la tensién a 5 mN. En la figura 31 se muestran los distintos pasos en el
montaje.
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Figura 31.- Miodgrafo y procedimiento para el montaje de anillos de aorta de
raton para los estudios de funcionalidad.

Cada anillo se deja estabilizar durante 60 minutos renovando la solucion
nutricia cada 30 minutos. La funcionalidad del tejido se comprueba
afiadiendo al bafio FE (1x107 M), una vez alcanzada una meseta de
contraccién se afade ACh (1x10° M) cuya respuesta relajante nos indica
el estado funcional del endotelio. Posteriormente, se lavan repetidamente
los anillos, se dejan estabilizar durante 30 minutos, tiempo aproximado
que tarda el anillo en recuperar la tension basal, se renueva la solucion
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Krebs y se dejan estabilizar 30 minutos mas. A partir de este momento se
realizaron, en anillos diferentes, los protocolos siguientes.

e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes y contracturantes

Previa contraccion de los anillos con FE (1x107 M) y una vez alcanzada
una meseta de contraccion estable, se realizaron curvas acumulativas
concentracion-respuesta de los siguientes agentes relajantes: ACh (1x107-
3x10*M) y NTP (1x107°-3x10"° M).

Las curvas a ACh se repitieron después de la incubacion durante 30
minutos con apocinina (1x10™* M), un inhibidor de la NADPH oxidasa,
para valorar la participacion del *O; en la respuesta relajante.

En otros anillos se realizaron curvas concentracion-respuesta a
noradrenalina (NA 1x10°-1x10" M) como se ve en la figura 32.

Ademés se obtuvieron respuestas a dosis Gnica de Ang II (1x10”7 M) en
diversos anillos de cada grupo experimental.

Las sustancias utilizadas se detallan en el anexo 1.
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Figura.- 32. Registro original de una curva concentracioén-respuesta a NA en aorta
de raton.

Resultados

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajacion
frente a la respuesta contractil obtenida con FE y las respuestas
contracturantes a NA y Ang II se expresan en mN. En cada serie de
experimentos los resultados se expresan como la media aritmética + EEM
de un minimo de 10 experimentos. El analisis estadistico de los resultados
se realizd como se describe en los apartados 2 y 3 del anexo 2
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e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes: acetilcolina

Como se puede ver en la figura 33, la relajacién endotelio dependiente en
anillos de aorta no mejor6 con la administracion de astaxantina. La curva
del grupo Sham queda desplazada hacia arriba del grafico, mientras que las
curvas de los grupo Ang I y Ang II Axt estan muy proximas. Los valores
de pD, para los grupos Ang I y Ang II Axt fueron practicamente los
mismos. Del mismo modo se puede ver que no existio diferencia entre
estas dos curvas en sus valores de relajacion maxima (Tabla 14). En
contraste, los valores de pD, y del E,.x de la curva correspondiente al
grupo Sham fueron estadisticamente diferentes frente a los presentados por
los primeros.

En la misma tabla también se observan los datos de las curvas
concentracion-respuesta a ACh en presencia de apocinina. En el grupo
Sham la incubacidon con apocinina no modificé esta respuesta. En los
grupos Ang Il y Ang II Axt al comparar las curvas concentracion respuesta
en ausencia y en presencia de apocinina, los valores de En.x y de pD»
fueron menores por lo que se puede decir que la incubacion con apocinina
de los anillos de aorta de estos dos grupos experimentales produjo una
relajacion menor y un desplazamiento a la derecha en las curvas
concentracion-respuesta. Esta disminucion fue menor para el grupo Ang I1
Axt (Figura 34).
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Figura 33.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10°*-3x10” M) en
aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10”7 M), de ratones Swiss Albino-CD1
(Sham), Swiss Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin tratamiento
(Ang II) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt). ** p<0,01
frente al grupo Sham.
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Tabla 14.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
acetilcolina (1x10™®-3x10™ M) en ausencia y en presencia de apocinina (1x10™
M) en aortas de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-CD1 con
infusién de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y tratados con astaxantina 75
mg/kg/dia (Ang II Axt). # p<0,05 frente a curva sin incubar con apocinina.
** p<0,01 frente al grupo Sham.

ACETILCOLINA

Curva Para- Sham Ang 11 Ang IT Axt
metro

Emax (%) | 60,9+ 1,5 74,3 £1,7** 70,5 + 1,8%*

Acetilcolina
pD; 6,8 +0,1 7,2+ 0,1%* 7,5+0,1%*

Acetilcolina | Bmax (%) | 51,5£5,7 50,8 + 6,5# 55,2+ 4,T#
+
Apocinina pD; 6,2+0,3 6,2 +0,3# 7,0 £0,3#
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Figura 34.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10°*-3x10” M), en
ausencia y en presencia de apocinina (1x10™ M), en aortas precontraidas con
fenilefrina (1x10”7 M), de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-
CD1 con infusién de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y tratados con
astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt). * p<0,05 frente a curva sin incubar con
apocinina.
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e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes: nitroprusiato
sodico

En la figura 35 se muestran las curvas concentracion-respuesta a NTP. La
forma y magnitud de la respuesta fue semejante en los tres grupos de
estudio. La respuesta maxima alcanzé el 100% en todos los grupos, sin
embargo podemos observar un desplazamiento a la derecha de la curva del
grupo Sham, lo que se refleja en una disminucion significativa del valor de
pD; (Tabla 15).

Tabla 15.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
nitroprusiato sédico (1x10°-3x10° M) en aortas de ratones Swiss Albino-CD1
(Sham), Swiss Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang
II) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt).

NITROPRUSIATO SODICO
Parametro Sham Ang II Ang IT Axt
Emmax (%) 98,3+ 1,9 101,0+2,6 100,6 + 2,3
pD; 7,6 £0,1 7,9+0,1 7,9+0,1
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Figura 35.- Curvas concentracion-respuesta a nitroprusiato sodico (1x10°-
3x10° M) en aortas, precontraidas con fenilefrina (1x10”7 M), de ratones Swiss
Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin
tratamiento (Ang II) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt).
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e Respuestas a agentes contracturantes

La infusién de Ang II no se asoci6é a un incremento de la respuesta a NA en
comparacion con el grupo Sham, mientras que el tratamiento concomitante
con astaxantina dio lugar a respuestas significativamente menores en el
grupo Ang I Axt (Figura 36). Los valores de pD; y Enax confirman este
comportamiento como se puede ver en la tabla 16.

6-
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C 3_
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Figura 36.- Curvas concentracion-respuesta a noradrenalina (1x107°-1x10™ M),
en aortas de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-CD1 con
infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y tratados con astaxantina
75 mg/kg/dia (Ang I Axt). ** p<0,01 frente a los grupos Sham y Ang II.
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Tabla 16.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
noradrenalina (1x10°-1x10” M) en aortas de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham),
Swiss Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y
tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt). ** p<0,01 frente a los
grupos Sham y Ang II.

NORADRENALINA
Parametro Sham Ang I1 Ang IT Axt
Emmax (%) 4,7+0,2 4,9+0,2 1,9+ 0,1%*
pD; 7,5+0,2 7,4+0,1 7,7 +£0,2%*

La magnitud de la respuesta a Ang II fue muy pequefia en todos los casos,
como se muestra en la figura 37. En este caso la respuesta, aunque
diferente desde el punto de vista de los valores medios encontrados, las
comparaciones no alcanzaron significancia estadistica.



Meétodos y Resultados 139

©
~
[

o
w
[

Contraccion (mN)
o o
= N
[ [

o
o

Sham Ang Il Ang Il Axt

Figura 37.- Respuesta contracturante a dosis tnica de angiotensina II (1x10”
M) en aortas de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-CD1 con
infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y tratados con astaxantina
75 mg/kg/dia (Ang 11 Axt).
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2.2. Estudios de funcionalidad: rifidon
Metodologia

La metodologia es semejante a la descrita para el rifion perfundido en el
modelo de ratas SHR, con la diferencia de que se utiliza un catéter mas
pequetio (@ = 0,61 mm) y el flujo de perfusion es de 1 ml/min (Figura 19).

Las curvas concentracion-respuesta a ACh (1x108-1x10™* M) se realizaron
previa contraccion con FE (1x10° M). Ademés se realizaron curvas
concentraciéon-respuesta a FE (1x107-1x10° M). Los detalles de las
sustancias utilizadas se pueden consultar en el anexo 1.

Resultados

La presion de perfusion basal, la respuesta a KCl y la respuesta a FE se
expresan en mmHg. La relajacion provocada por ACh se expresa como %
de relajacion frente a la respuesta contractil obtenida con FE 1x10° M. En
cada serie de experimentos, los resultados se expresan como la media
aritmética + EEM de un minimo de 6 experimentos. El analisis estadistico
se realizd como se describe en los apartados 2 y 3 del anexo 2.

Inicialmente, debe mencionarse que no existié diferencia significativa en la
presion de perfusion basal y en la respuesta a KC1 (40 mM) entre los tres
grupos experimentales: la primera fue de 61,0 £ 4,6 mmHg, 62,0 + 8,4
mmHg y 74,1 + 9,2 mmHg para los grupos Sham, Ang Il y Ang II Axt
respectivamente; mientras que las respuestas a KCl (40 mM) en el mismo
orden fueron de 80,2 + 10,9 mmHg, 54,4 £ 4,2 mmHg y 61,0 £ 8,3 mmHg.
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En la figura 38 se presentan las curvas concentracion-respuesta a ACh en
rindn. Tanto las respuestas maximas como los valores de pD, sugieren un
comportamiento diferenciado entre los tres grupos, con un desplazamiento
a la izquierda de las curvas correspondientes al grupo Ang II Axt y del
grupo Sham respecto al grupo Ang II. La mayor respuesta maxima
observada correspondi6 al grupo donde se administr6 astaxantina (Tabla
17).

La respuesta contracturante a FE del lecho vascular renal en los tres grupos
experimentales fue muy similar. No se encontraron diferencias
significativas entre los valores de En.x y pD, (Tabla 18 y figura 39).
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Figura 38.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10™-1x10™ M) en
rifion perfundido y precontraido con FE (10° M) de ratones Swiss Albino-CD1
(Sham), Swiss Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang
II) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt). ** p<0,01 frente a los
grupos Sham y Ang II Axt.
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Figura 39.- Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina (1x107-1x10° M) en
rindn perfundido de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-CD1 con
infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y tratados con astaxantina 75
mg/kg/dia (Ang I Axt).
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Tabla 17.- Parametros que caracterizan las curvas concentracidon-respuesta a
acetilcolina (1x10°-1x10™* M) en rifion de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham),
Swiss Albino-CD1 con infusiéon de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y
tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang I Axt). ** p<0,01 frente a las curvas

de los grupos Sham y Ang II Axt.

ACETILCOLINA
Parametro Sham Ang I Ang IT Axt
Emmax (%) 77,0+3,2 71,5 £ 6,2%* 89,6 £3.,9
pD> 8,7+3,7 7,1 £ 0,4%* 7,8+0,5

Tabla 18.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta
a fenilefrina (1x107-1x10” M) en rifidn de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham),
Swiss Albino-CD1 con infusiéon de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y
tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt).

FENILEFRINA
Parametro Sham Ang I Ang IT Axt
Emax (%) 195,4+6,0 193,0 + 12,8 209,9 + 8,3

pD» 6,2+0,1 6,3+0,1 6,2+0,1
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3. Hipertrofia cardiaca e hipertrofia renal
Metodologia

Una vez que se sacrifican los animales se extrae el corazon, se coloca
inmediatamente en solucion Krebs a 37 °C, aireada con carbdgeno. Se
eliminan cuidadosamente los restos de tejido graso y se separan las
auriculas. Los ventriculos se secan cuidadosamente para eliminar el exceso
de liquido y se pesan. La relacion entre el peso de los ventriculos y el peso
corporal se utilizd como indice de hipertrofia cardiaca (HV). El rifién
derecho también se extrae, se limpia, se seca y se pesa. La relacion entre el
peso del rindén derecho y el peso corporal se utilizd6 como indice de
hipertrofia renal (HR).

Resultados

Los resultados se expresan como la media aritmética =+ EEM de un minimo
de 5 experimentos. Los andlisis estadisticos se realizaron como se
menciona en el apartado 2 del anexo 2.

En la figura 40 puede observarse que la administracion continua de Ang 11
produjo un incremento altamente significativo del indice de hipertrofia
cardiaca. El tratamiento con astaxantina durante los 14 dias del estudio
impidiod el desarrollo de la hipertrofia puesto que el valor de HV es similar
al del grupo Sham.

La HR no se modificd por la administraciéon de Ang II. En tanto que la
administracion de astaxantina redujo este indice de forma significativa. Los
valores de HR para los grupos Sham, Ang II y Ang II Axt fueron
respectivamente: 7,7 £0,2; 7,7+ 0,2y 6,6 £ 0,3 mg/g.
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Figura 40.- indice de hipertrofia cardiaca (HV) en ratones Swiss Albino-CD]1
(Sham), Swiss Albino-CD1 con infusiéon de angiotensina Il sin tratamiento
(Ang II) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt). ** p<0,01 frente
a los grupos Sham y Ang II Axt.
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4. Determinacion de colageno
Metodologia

Estos ensayos se han llevado a cabo en corazon. El protocolo fue disefiado
para pulmon'™® y posteriormente optimizado para higado por Fort y col.'®.
El método cuantifica la hidroxiprolina (OH-Pro), un aminoacido que
forma parte del coldgeno. Se basa en que la OH-Pro es oxidada por la
cloramina T formando un compuesto que se convierte en cromdforo al
reaccionar con el reactivo de Ehrlich. Este método consta de dos etapas:

1. Homogeneizacion del tejido e hidrolisis acida.

El tejido se homogeneiza en agua destilada (10% p/v). Una alicuota de
este homogeneizado se diluye con HC1 12 N (1:1) y se hidroliza durante 24
horas a una temperatura constante de 115 °C. A continuacioén se filtra
mediante un filtro Millipore de 0,45 pum.

2. Formacion del cromoéforo.

Se toma por duplicado una muestra del filtrado (100 pl) y se afiade NaOH
6 N e isopropanol al 50%. Posteriormente se adiciona cloramina T 23,24
mM y 5 minutos después se afiade el reactivo Erlich 1,66 M. La mezcla
obtenida se incuba durante 30 minutos a 60 °C y finalmente se lee la
absorbancia a 560 nm. La concentracion de OH-Pro en cada muestra se
determind a partir de una recta patron elaborada con concentraciones
conocidas de OH-Pro entre 1,25y 100 pg/l.

A partir de una alicuota de cada homogeneizado se determinaron las
proteinas por el método de Bradford utilizando un reactivo comercial (Bio-
Rad, Alemania).
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Resultados

Los resultados se expresan en ug de OH-Pro/mg de proteina y aparecen
como la media aritmética =+ EEM de un minimo de 5 experimentos. Los
analisis estadisticos realizados se describen en el apartado 2 del anexo 2.

Los resultados revelan que la infusion de Ang II en la dosis suministrada es
capaz de producir fibrosis cardiaca. Como se puede ver en la figura 41, se
produjo un incremento en la concentracion de OH-Pro en el grupo Ang II,
este incremento fue estadisticamente significativo con respecto al grupo
Sham. En el caso del grupo experimental Ang II Axt se observé un valor
intermedio entre el grupo Ang Il y el grupo Sham, sin mostrar diferencias
significativas frente a ninguno por lo que podriamos decir que la
astaxantina previene solo en parte el desarrollo de la fibrosis provocada por
la administracién de Ang II.
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Figura 41.- Concentraciones de hidroxiprolina (OH-Pro) en corazones de
ratones Swiss Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-CD1 con infusion de
angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia

Ang II Axt). * p<0,05 frente al grupo Sham.
g
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5. Produccion de anion superdxido
Metodologia

Como se describid en el apartado 5.1 de los métodos y resultados para el
modelo con ratas SHR, la determinacion de *O;" en vasos se llevo a cabo
mediante quimioluminiscencia utilizando lucigenina. Se valor6 tanto la
produccion basal como la estimulada con NADPH. Para la realizacion de
estos estudios se utilizd la arteria aorta de una parte de los animales de
cada grupo experimental. Inmediatamente después del sacrificio la aorta se
extrae, se limpia, se corta en dos secciones y se mantienen en Krebs
HEPES frio. En una mitad se determina la produccién basal y en otra la
estimulada.

Resultados

La produccion de <O, se expresa como URL/min/mg de tejido. Los
resultados se expresaron como media aritmética + EEM de un minimo de 5
experimentos. Los analisis estadisticos se realizaron como se describe en el
apartado 2 del anexo 2.

La produccion basal de *O, no fue estadisticamente diferente entre los tres
grupos experimentales, al igual que sucedi6 en el modelo de ratas SHR. La
produccion estimulada de <O, mediante la adicion de NADPH se
incremento de 6 a 10 veces respecto a la produccion basal (Figura 42). En
este caso las diferencias en la produccion de *O;" se hicieron patentes entre
los grupos experimentales. El grupo Ang II mostrd la mayor produccion de
*O;" en tanto que los grupos Sham y Ang II Axt mostraron valores
menores.
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Figura 42.- Produccion de *O; en aorta de ratones Swiss Albino-CD1 (Sham),
Swiss Albino-CD1 con infusién de angiotensina II sin tratamiento (Ang II) y
tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt). Produccion basal
(NADPH -) y produccion estimulada (NADPH +).* p<0,05 frente al grupo
Sham y ** p<0,01 frente al grupo Ang II.
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6. Peroxidacion lipidica
Metodologia

En el organismo, como consecuencia del metabolismo celular, se producen
radicales libres que pueden interaccionar con los lipidos séricos y tisulares
provocando su peroxidacion. La determinacion de la peroxidacion lipidica
se puede llevar a cabo por la medida de los aldehidos reactivos formados
por la descomposiciéon de los peroxidos lipidicos. El malondialdehido
(MDA) es el aldehido mas importante obtenido en dicha degradacion. El
método del TBARS es el mas utilizado para medir la peroxidacion lipidica,
se basa en la capacidad del MDA para reaccionar, a pH 4acido y alta
temperatura, con el acido tiobarbitirico dando un producto coloreado que
se cuantifica espectrofotométricamente.

Con el fin de determinar si el tratamiento con astaxantina modifica el grado
de peroxidacion lipidica en este modelo de hipertension, determinamos la
produccion de MDA en plasma e higado.

La concentracién plasmatica de MDA se determin6 siguiendo el método
de Draper y col.'”’. El procedimiento seguido consiste en mezclar 500 pl
de plasma con 500 pl de suero fisiolégico. A continuacion se afiade una
solucion que contiene acido tricloroacético al 15%, acido tiobarbiturico al
0,37% y acido clorhidrico 0,25 N. Después de incubar 30 minutos a 90 °C,
se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 25 minutos y se recoge el sobrenadante
para, finalmente, leer la absorbancia a 535 nm. El MDA se usa como
patron. Para calcular la concentracion plasmatica de MDA se utiliza su
coeficiente de extincion molar (1,56x10°M™ x cm™).

Los niveles de MDA en higado se midieron por un método basado en el
ensayo descrito por Ohkawa y col.'”' Las muestras de higado se
homogeneizan en KCI1 1,15% (1:6 p/v) y se centrifugan durante 10 minutos
a 4000 r.p.m.; 100 pl del sobrenadante obtenido se afiaden a la mezcla de
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reaccion que contiene: dodecilsulfato de sodio 8,1%; acido acético 20%;
acido tiobarbitarico y HO. Después de incubar 1 hora a 95 °C, se
centrifuga a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. Finalmente leemos la
absorbancia a 532 nm. La concentracion de MDA se determiné a partir de
una curva patron construida con 1,1,3,3-tetrametoxipropano.

Resultados

La concentracion de MDA a nivel plasmatico se expresa en nmol/ml de
plasma mientras que en higado se expresa como nmol/g higado. Todos los
resultados se expresan como media aritmética + EEM de un minimo de 5
experimentos. El andlisis estadistico se realizd como se especifica en el
apartado 2 de anexo 2.

Como se puede observar, la infusion de Ang II apenas incrementd los
niveles plasmaticos de MDA. Cuando los ratones fueron tratados con

astaxantina se produjo una reduccioén significativa de dichos niveles
(Figura 43).

Resultados similares se pueden observar en el higado, no se detectaron
incrementos en los valores de MDA en los ratones tratados con Ang II, sin
embargo, los niveles disminuyeron significativamente cuando los animales
recibieron también astaxantina (Figura 43).
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Figura 43.- Concentracion de MDA en plasma y en higado de ratones Swiss
Albino-CD1 (Sham), Swiss Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin
tratamiento (Ang II) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang II Axt).
* p<0,05 frente al grupo Ang Il y ** p<0,01 frente al grupo Sham.
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7. Evaluacion de la actividad de enzimas antioxidantes
Metodologia

El sistema antioxidante enzimatico constituye la primera y mas eficaz linea
de defensa contra los radicales libres. Estd integrado por tres enzimas
principales que funcionan en cadena para desactivar selectivamente las
ERO, éstas son la SOD, la CAT y la GPx. Otras enzimas como la glutation
reductasa (GR) y la glutation-S-transferasa (GST) colaboran de forma
paralela en el proceso de detoxificacion de las ERO.

Tras perfundir el animal con suero fisioldgico heparinizado, se extrae el
higado y una porcién del 16bulo mayor se homogeneiza en proporcion 1:4
(p/v), con una disolucién de tampon fosfato potéasico (100 mM, pH 7,5) al
que se aflade EDTA (1 mM). Una parte se congela como tal para
posteriormente determinar la actividad enzimatica de la CAT y el resto se
centrifuga a 12000 r.p.m. El sobrenadante obtenido se congela a -80 °C
para la determinacion de la actividad de SOD y GPx.

Se determina la cantidad de proteinas de las muestras, para expresar la
actividad de las enzimas por mg de proteina.

e Actividad de la Superdxido Dismutasa

La SOD es una de las enzimas mas importantes del sistema de defensa
antioxidante del organismo, y constituye la primera defensa frente a los
radicales libres, encargandose de la dismutacion del <O, a H,O, y O,,
eliminando asi uno de los principales radicales libres.

La actividad de la SOD se determiné utilizando un preparado comercial
(SOD determination Kit, Fluka, Espana). En el método desarrollado
recientemente por Peskin'*?, se emplea XO para formar radicales O, que
pueden desaparecer por acciéon de la SOD o reaccionar con la sal de
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tetrazolio soluble (WST-1) dando lugar a un compuesto coloreado también
soluble (WST-1 formazan), segun muestra el siguiente esquema:

xantina 20, WST-1 formazan
02
H,0, 20," WST-1
acido urico
SOD
0, + H,0,

La determinacién se realiza usando una placa multipocillos en la que se
hacen 3 tipos de blancos para cada muestra, el blanco 1 cuantifica la
actividad maxima de la enzima XO, con el blanco 2 se cuantifican los
niveles de *O, inherentes a la muestra y con el blanco 3 se cuantifica la
actividad residual de los reactivos. Los reactivos y los volumenes
utilizados en cada caso aparecen en la siguiente tabla:
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Muestra Blanco 1 Blanco 2 Blanco 3
Muestra 20l | - 20ul | e
bid[:silillzda """" 20l e 20 ul
WST-1 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
X0 20 pl /077 [ (R ——
Tampon |  ------- | - 20 pl 20 ul

La placa se incuba durante 20 minutos a 37 °C y posteriormente se mide la
absorbancia a 450 nm. Se determina la inhibicion de la formacién del
compuesto coloreado (WST-1 formazén) utilizando la siguiente ecuacion.

[[(Blanco 1-Blanco 3) — Muestra —Blanco 2)] / (Blanco 1- Blanco 3)] x 100

e Actividad de la Catalasa

Esta enzima cataliza la descomposicion de H,O, en H,O y O,. El H,O; se
forma principalmente como producto de la dismutacion del <O, por la
SOD. La eliminacion del H;O, del interior de la célula mejora la
proteccion frente al dafo oxidativo. El esquema de reaccion es el siguiente:

CAT
2H202—> Hzo +2 02
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La actividad de la CAT se determin6 utilizando un preparado comercial
(Catalase Assay Kit, Sigma, Espafia), basado en el método descrito por
Aebi'”. Este método consiste en el seguimiento espectrofotométrico a 240
nm durante 30 segundos de la desaparicion de H,O, (50 mM) a 25 °C y pH
7. Para ello se mezcla una alicuota de 5 pl de muestra con 195 ul de la
solucién tampon incluida en el preparado y con 200 pl de una solucioén que
contiene H,O».

Una unidad enzimdtica de CAT puede transformar 1uM de H,O, a H,O y
O, por minuto a pH 7 y 25 °C con una concentracidén de sustrato de 10
mM.

e Actividad de la Glutation Peroxidasa

La GPx cataliza la detoxificacion de hidroperdxidos de distintas
procedencias. Transforma tanto H,O, como peroxidos organicos (R-OOH)
en sus correspondientes alcoholes estables y en agua consumiendo GSH.
Esta reaccion juega un papel crucial en la proteccion de las células frente al
dafio por radicales libres formados por la descomposicion de
hidroperéxidos.

Se han encontrado al menos 5 isoenzimas de GPx en mamiferos. Cada una
tiene diferentes afinidades segun el tipo de peroxido que elimine pero la
diferencia mas notable es que la isoforma GPx-5 es independiente de
selenio y no reacciona con H;O; lo que permite su determinacion aislada
del resto de GPx al utilizar hidroperdxido de cumeno como activador de la
reaccion.

La actividad de la GPx no selenio dependiente se determind mediante un
método indirecto basado en el propuesto por Lawrence y col.'”. La
reaccion que cataliza esta enzima produce la oxidacion de GSH a GSSG.
Esta reaccion esta acoplada a la recuperacion de GSH por la enzima GR en
la que se consume NADPH. Asi el seguimiento de la desaparicion de
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NADPH a 340 nm durante 4 minutos se relaciona con la actividad de la
GPx no selenio dependiente. Las reacciones descritas se muestran en el
esquema siguiente:

GPx
R-OOH+2 GSH —» R-OH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH+H" —— 2 GSH + NADP"

Una alicuota de 25 ul de muestra se mezcla en una cubeta con
hidroperéxido de cumeno (1,5 mM) y con una solucién compuesta por
tampon fosfato sdédico (50 mM), EDTA-Na (1 mM), azida sodica (1 mM),
GR (1 UI), NADPH (0,2 mM) y GSH (1 mM) y se realiza el seguimiento
de la desaparicion del NADPH.

Una unidad enzimética de GPx se define como la cantidad de enzima que
cataliza la oxidacion de 1 pmol de NADPH por minuto.

Resultados

La actividad de SOD se expresa como % de inhibicion de la formacion del
compuesto coloreado. La actividad de la CAT y GPx, se expresa en U/mg
proteina. Todos los resultados se expresan como media aritmética + EEM
de un minimo de 5 experimentos. El analisis estadistico se realiz6 como se
menciona en el apartado 2 del anexo 2.

La actividad de SOD mas baja se presentd en el grupo Ang II, mejorando
significativamente en el grupo Ang II Axt ya que se obtuvieron valores
similares a los del grupo Sham (Figura 44).

Los valores de la actividad CAT entre los grupos Sham y Ang II fueron
muy similares y no presentaron diferencia estadisticamente significativa,
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mientras que el grupo Ang II Axt presentd la menor actividad de la CAT
(Figura 44).

En el caso de la actividad GPx, el grupo Ang II Axt mostré la mayor
actividad seguido del grupo Sham, mientras que la menor actividad de la
GPx correspondio al grupo Ang II (Figura 44).
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Figura 44.- Actividad de la superoxido dismutasa (SOD), de la catalasa (CAT) y
de la glutation peroxidasa (GPx) en higado de ratones Swiss Albino-CD1
(Sham), Swiss Albino-CD1 con infusion de angiotensina II sin tratamiento (Ang
Il) y tratados con astaxantina 75 mg/kg/dia (Ang Il Axt). * p<0,05 frente al
grupo Sham y * p<0,05 frente al grupo Ang II.
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MODELO 3. RATONES Vav3”

Se utilizaron animales de 10 semanas de edad Vav3 deficientes o Vav3”
(knockout), provenientes de la Unidad del generaciéon de organismos
modificados genéticamente-SEA de la USAL, proporcionados por el Dr.
Bustelo del Centro de Investigacion del Cancer. Los animales se dividieron
en dos grupos.

Vav3™: ratones deficientes en Vav3 que constituyen el grupo control
con HTA.

Vav3’Axt: ratones deficientes en Vav3 tratados con astaxantina
suministrada en la dieta a una dosis de 100 mg/kg/dia.

En este caso, el tratamiento se mantuvo durante 8 semanas. En este
periodo, el alimento y el agua consumidos se midieron cada tres dias.
Semanalmente se midid la PAS y se pesaron los animales con el fin de
ajustar la astaxantina en el alimento.

1. Presion arterial sistolica
Metodologia

Al igual que en los dos modelos anteriores, la PAS se midi6 en la arteria
caudal, mediante un método incruento, con un equipo NIPREM 645
(Cibertec S.A. Espana). Los detalles de este método también se muestran
en la seccion correspondiente a la determinacion de presion arterial
sistolica del modelo 1.

Al igual que en el modelo anterior, también se midi6 la PA para calcular la
PAM por un método cruento como se refiere en la seccion 1 del modelo de
HTA inducida por Ang II.
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Resultados

Tanto los resultados de la PAS como de la PAM, se expresan en mmHg
como media aritmética £+ EEM de un minimo de 10 experimentos. Los
analisis estadisticos se realizaron como se menciona en el apartado 1 del
anexo 2.

Los valores de PAS y de peso corporal durante el estudio se muestran en la
tabla 19, donde se puede apreciar que los valores de PAS al inicio del
experimento corresponden a los valores esperados ya que los ratones del
grupo Vav3” y Vav3”Axt estuvieron por encima de los 145 mmHg.
Conforme avanzd6 el tratamiento con astaxantina y, de manera evidente, a
partir de la de la segunda semana los valores de PAS del grupo
experimental Vav3 Axt empiezan a disminuir separandose del grupo
Vav3' hasta que al final del estudio la presion se reduce en unos 25 mmHg
frente a los valores iniciales, dando lugar a diferencias significativas
respecto al grupo Vav3” (Figura 45).

Estas diferencias también se observaron cuando la PAM se determino, en
animales anestesiados, en la arteria cardtida (Figura 45).

Los datos correspondientes al peso corporal de los grupos Vav3™ y Vav3™
Axt, que también se presenta en la tabla 19, no muestran diferencias ni al
inicio ni al final del tratamiento.
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Tabla 19.- Valores de presion arterial sistolica (PAS) y peso en ratones Vav3
deficientes (Vav3™) y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3’Axt).
** p<0,01 frente al grupo Vav3™.

Parametro Inicio del estudio Fin del estudio
PAS Vav3™” 146 + 1 145+ 0,7
(mmHg) | vav3”Axt 149 +2 123 + 0,4%*
Peso Vav3™” 24 +2 27+1
corporal .
(2) Vav3" Axt 24 +£2 27+2
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Figura 45.- Presion arterial sistolica (PAS) en ratones conscientes y presion
arterial media (PAM) en ratones anestesiados Vav3 deficientes (Vav3"') y
tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt). * p<0,05 y ** p<0,01

frente al grupo a Vav3™.
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2. Estudios in vitro

De manera similar a los otros dos modelos experimentales, después de
finalizar las ocho semanas de estudio, los ratones se anestesiaron con
uretano (1,5 g/kg, i.p). Posteriormente se realiza una laparotomia y se
procede a la extraccion de aorta y rifidén para estudios de funcionalidad,
corazén y glandulas suprarrenales (GSR) para determinar indices de
hipertrofia.

2.1 Estudios de funcionalidad: aorta
Metodologia

Para los estudios de funcionalidad en aorta se utiliz6 un miografo de cuatro
canales, siguiendo el mismo procedimiento utilizado en las aortas del
modelo de infusion de Ang I1.

e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes y contracturantes

Previa contraccion de los anillos con FE (1x107 M) y una vez alcanzada
una meseta de contraccion estable, se realizaron curvas acumulativas
concentracion-respuesta de los siguientes agentes relajantes: ACh (1x107-
3x10*M) y NTP (1x107-1x10”° M).

En otros anillos se realizaron curvas concentracion-respuesta a
noradrenalina (NA, 1x107°-1x107° M).

Ademés se obtuvieron respuestas a dosis Gnica de Ang II (1x10”7 M) en
diversos anillos de cada grupo experimental. Las sustancias utilizadas se
detallan en el anexo 1.



168 Meétodos y Resultados

Resultados

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajacion
frente a la respuesta maxima contractil obtenida con FE y las respuestas
contracturantes de NA y Ang II se expresan en mN. En cada serie de
experimentos, los resultados se expresan como la media aritmética + EEM
de un minimo de 7 experimentos. El andlisis estadistico de los resultados
se realizd como se describe en los apartados 1 y 3 del anexo 2.

e Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes

Las curvas concentracion-respuesta a ACh fueron similares en los dos
grupos experimentales de este modelo de hipertension (Figura 46). La
comparacion de los pardmetros que caracterizan la cinética de la curva
concentracion respuesta, Epn.x y pDz, nos permite corroborar esta
afirmacion (Tabla 20).

En la figura 47 se presentan las curvas concentracion-respuesta a NTP. En
ambos grupos se producen respuestas relajantes proximas al 100%, no se
observo cambio en las curvas concentracion-respuesta del grupo tratado
con astaxantina (Tabla 21).
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Figura 46.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10®-3x10™ M) en
aortas, precontraidas con fenilefrina (1x107 M), de ratones Vav3 deficientes
(Vav3" 7) y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3" "Axt).
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Figura 47.- Curvas concentracion-respuesta a nitroprusiato sodico (1x10°-1x107
M) en aortas, precontraidas con fenilefrina (1x107 M), de ratones Vav3
deficientes (Vav3™) y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt).



Meétodos y Resultados 1771

Tabla 20.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
acetilcolina (1x10®-3x10” M) en aortas de ratones Vav3 deficientes (Vav3"‘) y
tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt).

ACETILCOLINA
Parametro Vav3™” Vav3’ Axt
Emax (%) 494+ 1,5 529+14
pD2 7,7+0,2 7,3+0,1

Tabla 21.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
nitroprusiato sodico (1x10°-3x10° M) en aortas de ratones Vav3 deficientes
(Vav3™) y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt).

NITROPRUSIATO SODICO
Parametro Vav3™” Vav3’ Axt
Emnax (%) 95,9 +£2,7 88,4+24
pD, 7,7+0,1 7,7+0,1
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e Respuesta a agentes contracturantes

El comportamiento de la respuesta contracturante a NA de los anillos de
aorta de los dos grupos experimentales se presenta en la figura 48. Las
curvas de los dos grupos fueron diferentes, siendo mayor la respuesta
contracturante en el grupo Vav3”"Axt. Estas diferencias se reflejan en los
parametros que definen la cinética de las curvas, ya que los valores de E,x
y pD, fueron estadisticamente mayores para el grupo tratado con
astaxantina (Tabla 22).

En lo que respecta a la respuesta a una dosis tnica de Ang II (1x107 M)
hemos de decir que la respuesta contracturante fue muy pequefia y poco
reproducible, de manera que aunque en el grupo tratado con astaxantina la
contraccion fue mayor, debido a esta variabilidad, las diferencias no fueron
significativas (0,06 + 0,01 y 0,11 + 0,07 para los grupos Vav3” y Vav3”
Axt respectivamente).
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Figura 48.- Curvas concentracion-respuesta a noradrenalina (1x10°-3x10” M)
en aortas de ratones Vav3 deficientes (Vav3™) y tratados con astaxantina 100
mg/kg/dia (Vav3”Axt). ** p<0,01 frente al grupo Vav3”.
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Tabla 22.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
noradrenalina (1x10°-3x10° M) en aortas de ratones Vav3 deficientes (Vav3"') y
tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt). ** p<0,01 frente al grupo
Vav3’,

NORADRENALINA
Parametro Vav3” Vav3’Axt
Emax (%) 39+0,3 5,6 £0,5%*

pD, 7,6 40,2 7,6 + 0,3%*
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2.2. Estudios de funcionalidad: rifion
Metodologia

La metodologia es semejante a la descrita para el riiién perfundido en el
modelo 2.

Las curvas concentracion-respuesta a ACh (1x10°-1x10™* M) se realizaron
previa contraccion con FE (1x10° M). De la misma manera se hicieron las
curvas concentracion respuesta a NTP (1x10®-1x10* M). Ademas se
determiné la respuesta contracturante a dosis tnica de Ang II (1x107 M).
Los detalles de las sustancias utilizadas se pueden consultar en el anexo 1.

Resultados

La presion de perfusion basal, la respuesta a KCl y a Ang II se expresan en
mmHg. La relajacion provocada por ACh y NTP se expresa como % de
relajacion frente a la respuesta contractil obtenida con FE 1x10° M. En
cada serie de experimentos, los resultados se expresan como la media
aritmética £ EEM de un minimo de 6 experimentos. El analisis estadistico
se realizd como se describe en los apartados 1 y 3 del anexo 2.

No se obtuvieron diferencias significativas en los valores de presion de
perfusion basal entre ambos grupos (79,2 + 8,9 mmHg para el grupo
Vav3” y 82,6 £ 5,5 mmHg para el grupo Vav3” "Axt). Las respuestas a KCl
(40 mM) fueron similares en ambos grupos: 87,9 + 14,2 y 104,5 + 23,7
mmHg.
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En la figura 49 se presentan las curvas concentracion-respuesta a ACh en
rifion. La curva del grupo experimental Vav3™” esta desplazada a la derecha
y hacia arriba respecto a la curva del grupo Vav3”Axt, lo que implica que
la administracion cronica de astaxantina mejord la relajacion endotelio
dependiente en el lecho vascular renal. Debido a esto, los pardmetros que
definen la curva concentracion-respuesta de cada grupo (Emax y pD2)

mostraron valores estadisticamente diferentes, como se muestra en la tabla
23.

En la figura 50 se muestran las curvas concentracion-respuesta realizadas
usando NTP. Como se puede ver en estas dos curvas no se encontrd
diferencia en la respuesta aunque al final muestran una tendencia a
separarse, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Del mismo
modo, no se observaron diferencias en los parametros que definen cada
curva (Tabla 24).

La respuesta de los dos grupos experimentales a una dosis unica de Ang II
(1x107 M), no mostré diferencia. Las respuestas de los grupos Vav3” y
Vav3” Axt fueron respectivamente: 141,8 + 6,1 y 146,2 + 4,7 mmHg. La
administracion de astaxantina no produjo un cambio en la respuesta a Ang
II en el lecho vascular renal.
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Figura 49.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (1x10°-1x10™* M) en
rifdn, perfundido y precontraido con fenilefrina (1x10° M), de ratones Vav3
deficientes (Vav3™) y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt).

* p<0,05 frente al grupo Vav3™.
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Figura 50.- Curvas concentracidn-respuesta a nitroprusiato sodico (1x107%-
1x10™ M) en rifién, perfundido y precontraido con fenilefrina (1x10° M), de
ratones Vav3 deficientes (Vav3"‘) y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia
(Vav3”Axt).
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Tabla 23.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
acetilcolina (1x10°-1x10 M) en rifién, perfundido y precontraido con fenilefrina
(1x10® M), de ratones Vav3 deficientes (Vav3"‘) y tratados con astaxantina 100
mg/kg/dia (Vav3”Axt). * p<0,05 frente al grupo Vav3™.

ACETILCOLINA
Parametro Vav3™” Vav3’ Axt
Emax (%) 68,3 +4,9 84,4 +4,1*
pD> 8,004 8,2+0,3%

Tabla 24.- Parametros que caracterizan las curvas concentracion-respuesta a
nitroprusiato sodico (1x10®-1x10™* M) en rifion, perfundido y precontraido con
fenilefrina (1x10® M), de ratones Vav3 deficientes (Vav3™) y tratados con
astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt).

NITROPRUSIATO SODICO
Parametro Vav3” Vav3’ Axt
Emax (%) 71,0 + 6,9 79,3+9.2

pD» 6,9 +0,5 6,8+0,6
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3. Hipertrofia cardiaca
Metodologia

Al igual que en el modelo anterior, una vez que se sacrifican los animales
se extrae el corazon, se eliminan cuidadosamente los restos de tejido graso
y se separan las auriculas. Los ventriculos se secan cuidadosamente para
eliminar el exceso de liquido y se pesan. La relacion entre el peso de los
ventriculos y el peso corporal se utilizé6 como HV.

Resultados

Los resultados de HV se expresan como media aritmética + EEM de un
minimo de 10 experimentos. Las comparaciones estadisticas se realizaron
como se indica en apartado 1 del anexo 2.

En la figura 51 se presentan los datos de HV, como puede observarse el
tratamiento con astaxantina redujo la hipertrofia cardiaca de forma
estadisticamente significativa con respecto al grupo Vav3'.



Meétodos y Resultados 187

vav3” Axt

Vav3”

Figura 51.- Indice de hipertrofia cardiaca (HV) en ratones Vav3 deficientes
(Vav3") y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt). * p<0,05

frente al grupo Vav3™.
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4. Hipertrofia de las glandulas suprarrenales
Metodologia

El fenotipo producido por la deficiencia de las proteinas Vav3 incluye una
serie de caracteristicas relacionadas de manera importante con la funcién
renal, pero no se observan cambios en la morfologia y el peso de los
rifiones'™, sin embargo, se ha observado que existe hipertrofia de las
glandulas suprarrenales. Para valorar si el tratamiento con astaxantina
modifica este parametro, las GSR se separaron del rifion, se limpiaron y se
pesaron. La relacion entre el peso de las GSR y el peso corporal se define
como el indice de hipertrofia de las glandulas suprarrenales (HGSR).

Resultados

Los resultados se expresan en mg/g como la media aritmética + EEM de un
minimo de 6 experimentos. Las comparaciones estadisticas se realizaron
como se indica en el apartado 1 del anexo 2.

Como se observa en la figura 52, tanto el peso de las GSR como el HGSR
fueron significativamente menores en los ratones tratados con astaxantina
con respecto al grupo control.
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Grupo
experimental Peso GSR (mg)
Vav3 7 2.1+0.1

Vav3 "Axt 1.8+ 0.01%
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Figura 52.- Peso e hipertrofia de las glandulas suprarrenales (HGSR) en ratones
Vav3 deficientes (Vav3™) y tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt).

* p<0,05 frente al grupo Vav3™.
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5. Produccion de anion superoxido
Metodologia

Al igual que en los dos modelos de hipertension anteriores, la
determinacion de <O, en vasos se llevd a cabo mediante
quimioluminiscencia utilizando lucigenina. Se valor6 tanto la produccion
basal como la estimulada con NADPH. Para la realizacion de estos
estudios se utilizd la arteria aorta de una parte de los animales de cada
grupo experimental. Inmediatamente después del sacrificio la aorta se
extrae, se limpia, se corta en dos secciones y se mantienen en Krebs
HEPES frio. En una mitad se determina la produccion basal y en otra la
estimulada.

Resultados

La produccion de <O, se expresa como URL/min/mg de tejido. Los
resultados se expresaron como media aritmética = EEM de un minimo de 5
experimentos. Los analisis estadisticos se realizaron como se describe en el
apartado 1 del anexo 2.

No se encontraron diferencias significativas en la produccion basal de <O,
pero el tratamiento con astaxantina redujo, de manera significativa, la
formacion de *O;" cuando se estimulaba con NADPH (Figura 53).
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Figura 53.- Produccién +O, en aorta de ratones Vav3 deficientes (Vav3™) y
tratados con astaxantina 100 mg/kg/dia (Vav3”Axt). Produccién basal

(NADPH -) y produccion estimulada (NADPH +).* p<0,05 frente al grupo
Vav3™.
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La HTA es un problema de salud publica a nivel mundial, por su elevada
prevalencia y por ser uno de los factores de riesgo mas importantes para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. En el afo 2000
aproximadamente el 26,4% de la poblacion mundial con mas de 20 afios
padecia hipertension y se estima que llegue al 29,2% en el afio 2025. La
prevalencia aumenta con la edad y a partir de los 50 anos de forma
exponencial'”°. Las organizaciones internacionales y regionales de salud, han
reconocido el papel que tiene la nutricion en el control de Ila
hipertensién******. En estos estudios se ha sugerido que el manejo nutricional
integral donde se combina el consumo de frutas y verduras, que incrementa el
consumo de antioxidantes, la reduccién en la ingesta de azlcares, cafg,
alcohol, tabaco y la promocién de la actividad fisica son elementos necesarios
para la disminucion y control de los niveles elevados de PA.

Por otro lado, en el sistema cardiovascular las ERO tienen un papel
fisiologico esencial en el mantenimiento de la homeostasis, asi como un papel
patofisioldgico en la disfuncion endotelial asociada a enfermedades como
hipertension, diabetes y aterosclerosis'*®'®”. Entre las ERO mas importantes
destacan el *O,, H,O,, y el NO. En condiciones fisioldgicas estas ERO son
producidas de manera controlada a bajas concentraciones, funcionando como
moléculas de sefializacion regulando el tono vascular y el desarrollo de las
CMLV'*° " Sin embargo, en condiciones patologicas la produccion
aumentada de ERO conlleva a la disfuncién endotelial, vasoconstriccion
aumentada y a un desarrollo excesivo de las CMLV, entre otros procesos, que

contribuyen al dafio cardiovascular’®.

En modelos animales donde se han desarrollado patologias como las
mencionadas se ha observado que la alteracion de la relajacion endotelio
dependiente esta asociada a una degradacion mayor de NO por las ERO. Esto
también se ha estudiado en seres humanos, donde las vitaminas antioxidantes
han demostrado incrementar la relajacion endotelio dependiente en la
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circulacion coronaria y radial de individuos con hipertension y
. 178,179,180
diabetes'*! 7180,

Esta relacion entre el balance de las ERO, los sistemas antioxidantes propios
del organismo, de la dieta y la salud cardiovascular se ha reforzado en los
ultimos afios. Por lo que con esta hipdtesis de partida, nos propusimos evaluar
el efecto que la astaxantina, un carotenoide de origen natural, tiene sobre la
funcionalidad vascular, el remodelado cardiovascular y el estrés oxidativo
asociados a la hipertension.

Para ello hemos utilizado tres modelos animales de HTA: el modelo con ratas
SHR fue utilizado debido a que los animales presentan dafio en 6rganos
similares a los observados en la hipertension esencial en humanos'™'. El
modelo de infusiéon de Ang II nos parecioé importante debido a que la cascada
de senalizacion producida por la Ang II involucra la estimulacion de la
NAD(P)H vascular por lo que se asocia a la produccion excesiva de ERO,
mientras que los ratones Vav3” nos parecieron interesantes debido a que la
expresion a la alza del SRA implica estrés oxidativo y a que es un nuevo
modelo de HTA.

En todos los casos, la astaxantina fue administrada en el pienso en las dosis
mencionadas, y observamos que en ninguin caso alterd el desarrollo de los
animales. El crecimiento de los grupos tratados con astaxantina fue igual al
crecimiento de los grupos no tratados. Esto es importante debido a que le
proporciona validez a las comparaciones donde se utiliza el peso corporal para
la obtencion de indices de hipertrofia. Ademas, se observo que las velocidades
de crecimiento en todos los casos fueron las adecuadas para los animales
utilizados en relacioén a su edad y bienestar. En parte esto es reflejo de que
todos los grupos experimentales consumieron el mismo alimento. En los
grupos experimentales donde se administrd astaxantina, la composicion del
pienso no cambi6 debido a que la cantidad de astaxantina administrada y el
vehiculo que se utiliza como soporte (dextrinas), se ajustd con base a la



Discusion 197

cantidad de almidén, por lo que no existi6 diferencia en la ingesta calorica

entre los grupos debido a la dieta utilizada'®’.

El bienestar de los animales de los grupos experimentales estd asociado a la
cantidad y calidad del alimento recibido. Esto es importante debido a que se
sabe que un cambio sustancial en la densidad calérica de la dieta puede
modificar los datos experimentales e interferir en los resultados sobre todo en
trabajos donde se involucra el sistema cardiovascular y el sistema nervioso en
general®".

La administracion de astaxantina en la dieta y en las dosis usadas fue capaz de
disminuir la PAS o de ralentizar el incremento de ésta segun el modelo de
hipertension utilizado (Figuras 10, 30, 45).

Como podemos ver en los tres modelos, la reduccion en la PAS con respecto a
los grupos con HTA fue del mismo orden de magnitud: de 26 y 20 mmHg en
el modelo con ratas SHR, 21 mmHg en el modelo de infusion de Ang I1'y 22
mmHg en el modelo Vav3”. En este sentido, la administracién de astaxantina
produce disminuciones de PAS discretas, propias de los antioxidantes como la
vitamina C y E'**. Hussein y col.”® han descrito el uso de astaxantina en ratas
SHR y Wistar Kyoto (WKY) y han encontrado que la administracioén oral en
animales de 7 semanas de edad y en dosis tnica de 5, 50 y 500 mg/kg no
afectaba la PAS. Sin embargo, en el mismo estudio la administracion en una
dosis diaria de 50 mg/kg durante dos semanas disminuy¢ los valores de PAS
de 198 a 173 mmHg. De la misma manera, cuando analizan el efecto de dos
dosis diarias, 5 y 50 mg/kg, durante cinco semanas encontraron que la
velocidad de diminucion de los valores de PA estaba relacionada con la dosis,
de tal manera que con la dosis baja los cambios en la PA no se ponian de
manifiesto hasta finalizar la segunda semana de administracion, mientras que
con la dosis alta la disminucion fue evidente desde la primera semana de
administracion. En promedio se encontrd que la astaxantina en esas dosis
disminuye la PA en ratas SHR alrededor de 18 mmHg.
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Si consideramos la disminucién que encontramos en nuestros experimentos,
también con ratas SHR: 11,3% y 14,8% con dosis de 75 y 200 mg/kg/dia
respectivamente pareciera ser que la velocidad de disminuciéon de la PAS es
dosis dependiente pero que estamos en el limite de respuesta. Los resultados
considerando los porcentajes de disminucion de la PAS encontrados en los
otros dos modelos utilizados, son muy similares a los encontrados con ratas
SHR, ya que tanto para el modelo de infusion de Ang II como en los ratones
Vav3™ la disminucién fue de un 15%.

Con el fin de evaluar la disminucién de la PA producida por la astaxantina,
Husein y col. administraron por via oral una dosis de 5 mg/kg/dia durante 7
semanas en ratas SHR; los resultados fueron similares a los mencionados. La
disminucién en la PAS fue de 13% y se evidencio a partir de la segunda
semana de tratamiento® ="

En cuanto a la evaluacion de las propiedades antihipertensivas de otros
antioxidantes, los estudios se han centrado sobre todo en las vitaminas E y C.
En la primera se han usado modelos animales como ratas SHR pero hay pocos
estudios en seres humanos, mientras que en el caso de la vitamina C, los
trabajos se han centrado mas en humanos que en modelos animales. Newaz y
Nawal*”? administraron y-tocotrienol a ratas SHR en una dosis de 15 mg/kg
observando una disminucion de la PAS y un incremento en la actividad SOD.
Estos mismos autores en otro estudio”” utilizando o-tocoferol, en una dosis
de 34 mg/kg en ratas WKY y SHR, observaron reducciones de la PAS
considerables, de la peroxidacion de lipidos e incrementos de la actividad
SOD de los grupos de animales tratados. Newaz y col.*** en un estudio en el
que se relaciona el efecto dosis respuesta de a-tocoferol utilizando dosis en la
dieta de 17, 34 y 170 mg/kg en ratas SHR, describen que los mejores
resultados se obtuvieron con la dosis de 34 mg/kg disminuyendo la PA e
incrementando los valores de actividad de eNOS.

En otras investigaciones con modelos animales, se ha analizado la influencia
de la vitamina E sobre el metabolismo de los acidos grasos omega 3 y 6, la
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produccién de PGL, y su efecto antihipertensivo®”. En todos los casos, los
mecanismos propuestos para la reduccion de la PA por medio de la vitamina
E coinciden en que incrementa la capacidad antioxidante, la actividad de la
eNOS, la biodisponibilidad del NO y reduce la oxidacion de las LDL.

En el caso de la vitamina C se ha demostrado una clara disminucion de los
valores de PAS en modelos animales, y esta disminuciéon es dosis
dependiente”®. Vasdev y col.’” encontraron que la administracion cronica de
vitamina C durante 9 semanas con una dosis de 1000 mg/kg dieta/dia en ratas
SHR, disminuia la PAS del orden de 20 a 30 mmHg desde la primera semana
de administracion, pero esta reduccion nunca llegaba a ser de mayor magnitud
pues los valores alcanzados en ese tiempo se mantenian constantes durante
todo el estudio. Atribuyeron las propiedades antihipertensivas de la vitamina
C a que ésta es capaz de restituir los niveles de cisteina y de glutatiéon con la
mejora del estado oxidativo de los individuos.

Ademas, Chen y col.'® estudiaron el efecto de la vitamina C y E en la

progresion de la HTA en un modelo de ratas SHR-SP. Las vitaminas C y E
fueron administradas en una dosis de 1000 mg/dia y de 1000 Ul/dia
respectivamente durante seis semanas. En las primeras dos semanas el efecto
de las dos vitaminas llegd a su maximo, 30 mmHg por debajo del grupo
control, manteniéndose asi durante las semanas restantes. La disminucion de
la PAS se atribuy6 a una mejora en el estado antioxidante de los grupos
tratados, a una mejor vasorrelajacion endotelio dependiente y a una
disminucién del remodelado vascular.

En un estudio in vitro realizado por Ulker y col.”® se analizan los efectos de
las vitaminas C y E en la funcion vascular y la actividad de la NAD(P)H
oxidasa y la eNOS utilizando aortas de ratas SHR y su control normotenso
(WKY), con el fin de discriminar los mecanismos involucrados en la
reduccion de la PA asociada a la ingesta de estos dos antioxidantes. Sus
resultados atribuyen la disminucion en los valores de la PA a una mejor
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funcion endotelial, a un incremento en la actividad de la eNOS y a una
disminucién en la actividad de la NAD(P)H oxidasa.

Diversos estudios en seres humanos han ayudado a proponer diferentes
mecanismos para explicar la capacidad antihipertensiva de vitaminas
antioxidantes®?’210211212213214 " Enire  os mecanismos mas importantes
destacan el incremento de la biodisponibilidad del NO, de la actividad de la
eNOS, de la recuperacion de glutation oxidado a glutation reducido y una
mejor funcidn vascular.

El licopeno, otro carotenoide como la astaxantina, ha demostrado su
capacidad antihipertensiva reduciendo hasta en 9 mmHg la PAS de individuos
de entre 40 a 65 afios de edad”".

Asi, la accion antihipertensiva de la astaxantina, los posibles mecanismos de
accion y su relacion con las ERO han sido propuestos en un trabajo de
revision,”® donde se han sugerido como posibles vias, una disminucién en la
respuesta o adrenérgica de las células vasculares de musculo liso, una
disminucién en la agregacion plaquetaria, una menor respuesta a la activacion
de la NAD(P)H oxidasa por parte de la Ang II y una reduccion en las
concentraciones de ERO, sin embargo, ni en este trabajo ni en los que le
preceden corroboraron estos mecanismos.

Con los resultados de nuestros experimentos, podemos decir que la
disminucién en la PAS encontrada en los tres modelos utilizados mediante la
administracion de astaxantina, se asocia a cambios funcionales y estructurales
de los vasos y a una mejora del estado de oxidacion, aspectos que se
detallaran mas adelante.

La pérdida de la vasodilatacién endotelio-dependiente en la hipertension ha
sido asociada a la disminucién de la biodisponibilidad de NO. Este hecho
también se ha relacionado con una disminucion en la sintesis de NO y/o un
incremento en la degradacion del NO por interaccion con el *O;" para formar
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ONOO™'*?!'" que es un vasodilatador muy pobre comparado con el NO,
ademas de que tiene propiedades inflamatorias*®. En modelos experimentales
de hipertension se ha mejorado la funcidén endotelial mediante antioxidantes o
mediante precursores de BH,*'>**°. Por esta razon, uno de nuestros objetivos
de estudio fue determinar si el tratamiento con astaxantina podria mejorar la
funcionalidad de diferentes lechos vasculares.

En el caso de la aorta de ratas SHR, la respuesta a ACh, que refleja el estado
funcional del endotelio, no mejoré con la administracion de astaxantina.
Como aparece en la figura 13, las curvas del grupo SHR-Control y de los dos
grupos tratados SHR-Axt 200 y SHR-Axt 75 fueron practicamente iguales, lo
que nos confirmé que el tratamiento con astaxantina, no mejoro la disfuncion
endotelial asociada a la HTA en arterias de conductancia.

Estos resultados estan parcialmente en concordancia con los trabajos del
grupo de Hussein, que estudiaron la administraciéon oral de astaxantina en
ratas SHR. En estas investigaciones no encontraron un efecto significativo en
la respuesta relajante a ACh en anillos de aorta toracica, aspecto que atribuyen
al hecho de que la produccion de NO endotelial no se altera con la
astaxantina®®>’. En comparacion con nuestros resultados, ellos si encontraron
diferencias en la relajacion independiente del endotelio.

Sin embargo, existen otros estudios donde se ha descrito que el uso de
vitaminas antioxidantes mejora la relajacion endotelio dependiente®'.
Estudios realizados en anillos de aorta de ratas SHR y WKY incubados con
vitaminas C y E en concentraciones de 10 uM y 100 uM cada una, han
demostrado que se mejora la relajacion endotelio dependiente en SHR
logrando relajaciones similares a las obtenidas en ratas WKY. Los resultados
en ambos casos han sido positivos, siendo mejor la relajacion producida por la

incubacioén con vitamina C*%,

Al estudiar en estos mismos vasos la influencia de los prostanoides derivados
de la COX mediante la inhibicidén de esta enzima con indometacina, si bien
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como era de esperar mejord la relajacion con respecto a los anillos de aorta no
incubados, no hubo diferencia entre los tres grupos experimentales lo que
evidencia que la astaxantina ademas de no mejorar la relajacion endotelio
dependiente, no influye significativamente en la sintesis de las
prostaglandinas (Figuras 14 y 15).

Tampoco encontramos diferencias en la respuesta a NTP (Figura 18), ni en la
biodisponibilidad de NO, pues la respuesta a FE no cambi6 en presencia del
antagonista de la eNOS, L-NAME, evidenciando que el tratamiento con la
astaxantina, con las dos dosis utilizadas, no mejord la produccion basal de
NO. Estos datos nos sugieren que el hecho de no encontrar una mejor
relajacion endotelio-dependiente en la aorta, se puede asociar a una falta de
mayor biodisponibilidad de NO.

El comportamiento funcional de la aorta en el modelo de infusion de Ang II
tuvo similitudes y diferencias a lo encontrado en el modelo con ratas SHR. Si
comparamos la respuesta de los grupos Ang Il y Ang II Axt a ACh
observamos que fue practicamente igual. En este sentido podemos decir que
la administracion de astaxantina no mejor6 la relajacion endotelio dependiente
en este modelo de hipertension. Algo que nos sorprendid, fue el hecho de
observar que la curva concentracion respuesta a ACh en el grupo Sham se
desplazara significativamente a la derecha, con respecto a los otros dos grupos
experimentales como se aprecia en la figura 33. Los resultados de actividades
enzimaticas observadas en el higado en este modelo de hipertension nos
sugieren que al presentarse valores altos de la actividad SOD, valores de la
actividad CAT similares y mayor actividad de la GPx en el grupo Sham frente
al grupo Ang II, podrian estar relacionadas con una disminucién acusada de
H,0, y que éste participe en la mediacion de la relajacion endotelio
dependiente en las aortas, pues se ha descrito la participacion del H,O, en la
hiperpolarizacion y el efecto relajante observado en vasos de conductancia
como la carotida'®*?2. Aspecto que también estaria relacionado con una
ligera disminucion del MDA en plasma.
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En este modelo 2, no se realizé una incubacion con inhibidores de la via de la
COX, sino que nos interesamos, ademas de analizar la relajacion endotelio
dependiente, en ver si ésta cambiaba con la inhibicion de la NAD(P)H oxidasa
utilizando apocinina como un inhibidor conocido de este sistema enzimatico.
Los resultados no fueron los esperados, ya que si bien en el grupo Sham la
apocinina no modifico esta respuesta, en los grupos Ang Il y Ang II Axt la
incubacion con apocinina disminuy6 los valores de pD; y de E.x de manera
significativa (Figura 34 y Tabla 14). Las posibles razones de esto pueden
atribuirse a que la misma apocinina pueda ser un agente pro-oxidante o como
algunos autores sugieren puede producir un efecto negativo pues induce estrés
oxidativo’>. Los mecanismos quimicos involucrados en las acciones de la
apocinina han sido estudiados en fagocitos, se ha encontrado que para poder
inhibir la NAD(P)H oxidasa, es necesario que la apocinina se oxide en
presencia de H,O, y mieloperoxidasa (MPO). Una vez oxidada ésta es capaz
de formar dimeros o trimeros que son los compuestos con actividad
metabolica. No se sabe si la actividad de la apocinina es especifica de la
MPO, si en las células vasculares la apocinina es capaz de inhibir la
NAD(P)H oxidasa, a pesar de que no tienen MPO propia sino que la toman
las células endoteliales a partir de la MPO secretada por neutréfilos y que de
esta manera se active la dimerizacion y la actividad inhibitoria de la apocinina
e inclusive si la apocinina en si misma es un antioxidante. Para aumentar la
complejidad, algunos estudios han demostrado que la apocinina en células
endoteliales puede ser un pro-oxidante que incrementa la formacion de ERO
més que disminuirla®******®, Lo que es cierto es que la complejidad de tales
hallazgos ha abierto mas que una polémica un espacio para futuras
investigaciones.

En este modelo al igual que en el modelo anterior, la respuesta independiente
del endotelio no mostré6 ninguna diferencia entre los tres grupos
experimentales utilizados (Figura 35).
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En este mismo modelo al analizar la respuesta contracturante mediante curvas
dosis respuesta a NA, encontramos una respuesta diferenciada. La respuesta
contracturante en el grupo experimental Ang Il y en el grupo Sham fue
practicamente igual, mientras que la respuesta del grupo Ang II Axt fue
significativamente menor a la de estos dos grupos. Podemos decir que la
infusiéon de Ang II no incrementd6 la respuesta a NA, mientras que la
administracion de astaxantina regula a la baja esta respuesta (Figura 36).

Los valores de los parametros que definen las curvas correspondientes
variaron de manera significativa (Tabla 16). Este hecho ha sido documentado
en ambos sentidos, pues algunos autores hablan de una respuesta y una
expresion aumentada de los receptores adrenérgicos a4 en modelos animales
de hipertension con respecto a animales normotensos®’, mientras que otros
autores han concluido que las ratas SHR y las ratas WKY no presentan
diferencias en la respuesta a norepinefrina®®, de hecho algunas
investigaciones sugieren que los receptores adrenérgicos ajq y ojp no estan
relacionados con la hipertensién inducida por Ang II****°. Otros autores han
encontrado que la Ang II, a través de los receptores AT, amplifica o facilita
la actividad del SNS y que este mecanismo contribuye a la accion
vasoconstrictora de la Ang II. Nosotros pensamos que esto ultimo es
posible, ya que en modelos de diabetes y disfuncion endotelial se ha
observado una respuesta incrementada a NA en aortas, mientras que la
utilizacion de antioxidantes como el resveratrol mejora la funcion endotelial
que ademés se asocia a una reduccion en la respuesta a NA'.

En lo que respecta a la respuesta de los anillos de aorta de este modelo de
hipertensién a una dosis unica de Ang II (1x10” M), los resultados no fueron
diferentes, sobre todo considerando los valores del EEM. Nuestros datos no
concuerdan con los de Hussein y col.”’, quienes mencionan que la astaxantina
reduce significativamente la respuesta contractil a Ang II, en ratas SHR, sin
embargo hay también que considerar que se trata de especies diferentes y por
lo tanto la respuesta no necesariamente tendria que ser la misma. Lo que es
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evidente, como aparece en la figura 37, es que hay una tendencia de respuesta
a la baja en los dos grupos experimentales donde se realizé la infusion con
Ang II: grupos Ang Il y Ang Il Axt, probablemente esta respuesta pueda estar
relacionada con un mecanismo de regulacion a la baja de los receptores AT,
como un mecanismo compensatorio por la concentracion de ligando que se
esta suministrando a través de las minibombas osmoticas, o que se presente un
antagonismo regulatorio mediante los receptores AT,”’ También cabe
mencionar que si bien se ha observado una expresion a la alza del ARNm y de
la proteina propia de los receptores AT, en modelos animales de hipertension
como las ratas SHR en comparacion con ratas WKY, esto no necesariamente
se traduce en una mayor respuesta en los vasos™>>>>.

En el modelo de hipertension con ratones modificados genéticamente para las
proteinas Vav3 encontramos un comportamiento muy similar en la
funcionalidad de la aorta con respecto a los dos modelos precedentes. En la
relajacion endotelio-dependiente, la respuesta a ACh no mejoré por la
administracion crdénica de astaxantina.

Este efecto podria estar relacionado con el hecho de que los ratones Vav3”
tienen niveles elevados de Ang II, que se incrementan con la edad, al mismo
tiempo que expresan a la alza los receptores AT, en las CMLV de la aorta.
Dicha sobre-expresion de Ang II y de sus receptores AT;, conllevan una
vasoconstriccion mediada por DAG, IP; y la activacion de la NAD(P)H
oxidasa y por lo tanto un incremento en la produccion de *O," que, a su vez,
produce un “circulo vicioso” de activacion de la contraccion muscular
disminuyendo la biodisponibilidad de NO y el posible desacoplamiento de la
eNOS, por lo que la capacidad antioxidante de la astaxantina a pesar de que
puede disminuir la produccion de *O,, como lo comprobamos mediante
quimioluminiscencia (Figura 53), no es suficiente para incrementar la
biodisponibilidad de NO y de esta manera reflejarse en una mejor relajacion
endotelio-dependiente.
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En las curvas concentracion-respuesta a NTP, para analizar la respuesta
endotelio-independiente, no se observd ninguna diferencia entre los dos
grupos experimentales. Los valores de E,x y de pD, que aparecen en la tabla
21, son muy parecidos entre si.

Como se sabe el SNS participa en la homeostasis cardiovascular mediante la
regulacion de la frecuencia cardiaca, la contraccion cardiaca, el tono vascular
y la liberacion de renina®***. Estas acciones se llevan a cabo por tres
catecolaminas: adrenalina, noradrenalina y dopamina. Sauzeau y col.'™
mencionan que en ratones Vav3” estas tres catecolaminas se encuentran
elevadas desde su nacimiento hasta la edad adulta, lo que implica una
hiperactividad del SNS. Al analizar las curvas correspondientes a la respuesta
contracturante a NA se pudo observar que el grupo experimental Vav3”
presentd un menor valor del Eq.x que el grupo Vav3”Axt. Ademas de esta
diferencia, el valor del parametro pD, del grupo tratado con astaxantina
también fue mayor, lo que implica que este grupo mostrd una mayor
sensibilidad en su respuesta a NA, lo que estaria en oposicion con los datos de
Hussein y col.*, quienes mencionan que la astaxantina es capaz de normalizar
la respuesta de los receptores adrenérgicos. Por otro lado, esta respuesta
aumentada a NA en el grupo Vav3” Axt podria deberse a una disminucién en
la concentracion de catecolaminas en este grupo experimental, lo que llevaria
a una expresion al alza de los receptores adrenérgicos como un mecanismo de
regulacion. Aunque cabria esperar una reduccion en la respuesta a NA en el
grupo tratado con astaxantina como ocurria en el anterior modelo, ya que el
uso de otros antioxidantes como el resveratrol se ha asociado a una menor
respuesta de anillos de aorta a la NA como parte de la mejor funcion vascular
observada®'. Lo que es evidente, es que el conocimiento de este modelo en la
optica de la hipertension esta en sus primeras etapas y que queda mucho por
investigar.

La respuesta a dosis tnica de Ang II (1x10” M) en anillos de aorta de este
modelo de hipertension, no fue significativamente diferente entre los dos
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grupos experimentales, tan solo se observd una tendencia de respuesta
aumentada en el grupo Vav3”Axt, que de ninguna manera puede darnos
elementos para relacionar este incremento con la administracion de
astaxantina, sobre todo considerando los valores del EEM que se observaron.
Cabe mencionar que aunque se sabe que los ratones Vav3” tienen una
regulacion al alza del ARNm de los receptores AT, en las CMLV y en el
corazdn, se conoce poco sobre el significado funcional de este hecho.
Estudios en otros modelos animales de hipertension, también han demostrado
una expresion aumentada del ARNm y de la proteina de los receptores AT, y
AT, en aortas de ratas SHR en comparacion de ratas WKY?22328 Otros
investigadores han confirmado que esta diferencia entre las cepas SHR y
WKY se produce en la densidad de expresion y la afinidad que tienen estos
receptores, pero esta diferencia sélo se ha podido identificar a nivel de médula
adrenal, parte externa de la médula renal y en el corazon pero no en los vasos;
por lo que se ha sugerido que la regulacion a la alza de la sefializacion de Ang
Il en individuos hipertensos ocurre a nivel post-receptor™’. De cualquier
modo, con los datos obtenidos no podemos relacionar la respuesta a Ang II
con algiin cambio producido por la administracién crénica de astaxantina,
sobre todo por la variabilidad observada en la respuesta.

En los tres modelos de hipertension, el lecho vascular renal se comportod de
manera diferente a los resultados que encontramos en la aorta. En este caso la
mejoria en la funcionalidad del lecho wvascular renal asociada a Ia
administracion de astaxantina, da respuesta a la disminucion en los valores de
PAS observados y se relaciona con otros cambios estructurales y funcionales
beneficiosos que se irdn discutiendo durante el desarrollo de este capitulo.

Con los datos obtenidos en el modelo de ratas SHR, podemos decir que la
astaxantina mejoro la relajacion endotelio dependiente en el lecho vascular
renal incrementando los valores de pD, y aumentando entre un 15 a un 18% el
valor del E . (Figura 20 y Tabla 10). Esta mejor respuesta vascular ademas la
asociamos a un incremento significativo en la biodisponibilidad de NO de un
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84,8 + 11,5% en el grupo SHR-Control a un 132,0 + 15,5% en el grupo SHR-
Axt 200.

En el modelo de hipertension mediante infusion de Ang II, la astaxantina
también mejoro la relajacion endotelio dependiente en el lecho vascular renal.
En este caso se observo en el grupo experimental Ang I Axt un incremento
de 25% en el valor del Enax con respecto al grupo Ang II, esta relajacion
maxima observada en el grupo Ang Il Axt, inclusive, fue ligeramente superior
a la del grupo Sham (Figura 38). Los valores mayores de pD, correspondieron
a los grupos Sham y Ang II Axt.

En el modelo de hipertension basado en la deficiencia de las proteinas Vav 3,
los resultados fueron alentadores, en este caso la administracion cronica de
astaxantina también mejoro la respuesta del lecho vascular renal a ACh, lo
que se reflejo tanto en el valor de pD, como en la respuesta maxima del grupo
Vav3 Axt que fue 22% superior a la del grupo Vav3” (Figura 49). Estos
resultados nos sugieren que la disminucion de la PAS asociada a la
administracion crénica de astaxantina en este modelo de hipertension puede
estar relacionada con la mejora en la funcidon endotelio-dependiente en
arterias de resistencia.

Creemos que uno de los hallazgos mas importantes de este estudio es que la
administraciéon de astaxantina disminuyd los valores de PAS en los tres
modelos utilizados, y que esta disminucion esta asociada a una mejoria en la
funcion endotelial en arterias de resitencia, como demuestran los resultados
obtenidos en el lecho vascular renal. Pensamos ademas, que estos cambios
estan relacionados con el estado redox, ya que en el modelo de ratas SHR esta
mejoria en la funcién endotelial del lecho vascular renal se asoci6 claramente
a un incremento en la biodisponibilidad del NO en el mismo lecho vascular
(Figura 21), esta asociacion entre funcion endotelial, biodisponibilidad de NO
y astaxantina ha sido sugerida por algunos autores™®. Estos datos son
concordantes con los resultados de diversos estudios, donde se han
suministrado de manera cronica vitaminas C y E encontrando una mejoria en
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la relajacion endotelio dependiente en vasos de resistencia (segmentos de
arterias mesentéricas) que asocian a un incremento en el estado antioxidante
del plasma y a la funcién de “scavenger” de estas vitaminas'>. El uso de estas
vitaminas, también ha sido asociado por otros autores con una estimulacion
directa de la eNOS por medio de un aumento en la BH4 intracelular con la
consecuente sintesis aumentada de NO***?**??'_ También se ha observado que
la administracién de vitaminas antioxidantes en ratones deficientes en Apo E
y con disfuncion endotelial, es capaz aumentar el estatus antioxidante del
plasma, lo que se traduce en una menor disponibilidad de radicales libres, que
mejora la defensa celular y la respuesta funcional del endotelio. En este caso,
la respuesta se asocia a un incremento en la BH4, a una mayor actividad de la
eNOS vy niveles basales altos de cGMP, lo que sugiere que la vitamina C
produce una estimulacién BH, dependiente de la sintesis de NO'"*%°.

En otros estudios, usando un modelo de hipertension mediante la infusion de
Ang II en ratones, se analiz6 el efecto del estado redox en la PA y la funcién
endotelial de vasos de resistencia, mediante la administracion en la dieta de
apocinina en una dosis de 2,5 mg/dia. En este caso, mas alld de que los
diversos grupos de investigacion no se ponen de acuerdo en si la apocinina es
un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa o un antioxidante’®, lo resultados son
interesantes ya que la disminucion de los valores de PAS se asociaron a una
mejora en la funcidon endotelial de arterias mesentéricas de segundo orden y a
la disminucion de las concentraciones de *0,~*". Estos resultados han sido
respaldados por el hecho de que la infusion de Ang II produce una
disminucién en la biodisponibilidad de NO**"**2 que se ve mermada por los
incrementos en *O, ~ cuando la hipertension esta plenamente establecida®® y
al hecho de que la eNOS desacoplada produce mas *0,2***%| todo esto en
detrimento de la funcioén endotelial.

De manera indirecta también se ha resaltado la importancia del equilibrio
redox y del balance entre las ERO y las enzimas antioxidantes en el desarrollo
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de la hipertension mediante la sobre-expresion de enzimas como la SOD y la
CAT'”.

En lo que respecta a la respuesta independiente del endotelio en los dos
modelos donde se realiz6 para el lecho vascular renal: modelo con ratas SHR
y modelo de ratones Vav3™', podemos decir que en el caso del primero la
administracion de dosis altas de astaxantina no modifico la respuesta a NTP
(Figura 22), sin embargo, cuando se administré en una dosis de 75 mg/kg/dia,
se produjo un E, superior (83,40 + 12,2%) en comparacion a los valores del
grupo SHR-Control (76,42 + 15,8%) sin que estos fueran significativos. Hasta
el momento no se han realizado estudios con astaxantina en lechos vasculares
de resistencia, por lo que no existe literatura al respecto; sin embargo Hussein
y col.’” encontraron en aortas de SHR una relajacién independiente del
endotelio mayor en el grupo experimental donde se administré via oral
astaxantina en una dosis de 5 mg/dia, en comparacion del grupo no tratado.
Estos autores atribuyen esta diferencia en la respuesta a NTP, a que en el
grupo tratado con astaxantina puede haber un incremento de los nucleotidos
ciclicos y una disminucion en el calcio intracelular, a pesar de que esta
hipotesis es interesante, ellos no lo corroboraron en su estudio.

En el modelo con ratones Vav3™, las curvas concentracion respuesta a NTP
de los grupos experimentales Vav3” y Vav3”Axt no fueron diferentes (Figura
50). Estos datos concuerdan con los resultados encontrados en diferentes
investigaciones donde utilizan vitaminas antioxidantes o inhibidores de la
NAD(P)H oxidasa como la apocinina. En estos estudios hay dos hechos
principales: el uso de los antioxidantes mejora la relajacion endotelio-
dependiente y no modifica la relajacion a NTP?**12>24,

Los datos que encontramos al realizar curvas concentracion respuesta a FE en
el lecho vascular renal del modelo de hipertension inducido por la infusion de
Ang II, no reflejan un efecto producido por la administracion de la
astaxantina. El comportamiento entre los tres grupos experimentales, como se
comento en la seccion de resultados, fue igual. Esto estaria en concordancia
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con los resultados mencionados, ya que investigaciones recientes han
encontrado que los receptores adrenérgicos a4 y op no estdn relacionados
con la hipertensién inducida por Ang II****** 0 que no existe diferencia en la
respuesta adrenérgica entre ratas hipertensas y normotensas®®. Sin embargo,
como sucedié en las curvas dosis respuesta a NA en aortas de este mismo
modelo de hipertension, también existen investigaciones que indican lo
contrario®’. Lo que si es un hecho es que la administracion de astaxantina no
modifico a la baja esta respuesta.

La perfusion de Ang II en dosis unica no produjo una respuesta diferente entre
los grupos experimentales Vav3” y Vav3”Axt. Sauzeau y col.'"® mencionan
que la disfuncion cardiovascular que caracteriza el fenotipo de los ratones
Vav3™” esta relacionada con una expresion al alza del SRA, incluyendo los
receptores AT;. Ensayos preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio
utilizando rifion perfundido indican que esto se corresponde con una mayor
respuesta contracturante a Ang II en los ratones Vav3”. En este sentido, con
los datos obtenidos podemos decir que la astaxantina no modifico la respuesta
a Ang Il en la dosis y condiciones senaladas.

Se sabe que las consecuencias nocivas de la hipertension se deben tanto a
factores hemodinamicos como no hemodinamicos y el hecho que la
astaxantina disminuya de manera significativa la presion arterial nos llevo a
pensar que otros parametros como la hipertrofia cardiaca y vascular podrian
mejorar en los modelos de HTA utilizados. Asi, otro de los objetivos de este
trabajo fue determinar si la administracion de astaxantina influia sobre los
procesos de remodelado cardiovascular propios de la HTA.

El remodelado cardiaco se ha definido como la expresion de cambios
moleculares, celulares e intersticiales que se manifiestan clinicamente como
modificaciones que deterioran la forma, el tamafio y la funcion del corazon®*.
La HTA esta vinculada con el desarrollo de la hipertrofia cardiaca que se
manifiesta fundamentalmente en el ventriculo izquierdo. Ello se debe a un

aumento en el numero o tamafio de los cardiomiocitos y a la hiperplasia de
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fibroblastos del intersticio, que en ultimo término lleva a la disfuncion
cardiaca. En este mismo sentido, el SRA esta considerado uno de los sistemas
reguladores mas importantes en el mantenimiento de la homeostasis
cardiovascular. Actualmente se sabe que la Ang II puede actuar localmente
como quimocina, induciendo la fosforilacion de tirosinas, el crecimiento, la
hipertrofia y la diferenciacion celulares. Ademas, evidencias recientes han
demostrado que la Ang II es un estimulador importante de la produccion de

ERO y por lo tanto de los mecanismos de inflamacion'>.

De los resultados obtenidos en nuestros experimentos, podemos decir que la
administracion de astaxantina disminuyd la hipertrofia ventricular de manera
significativa en los tres modelos de hipertension utilizados.

En el modelo con ratas SHR encontramos que esta reduccion fue significativa
para las dos dosis de astaxantina. Como se ve en la figura 23 la dosis menor
de astaxantina se relaciond con una reduccion mas eficiente de la HVI. En los
trabajos sobre el uso de astaxantina como antihipertensivo no se hace
referencia al anélisis de la HVI***"®; sin embargo, Gross y col.**** estudiaron
el efecto cardioprotector de la astaxantina, observando que ésta se acumula en
el miocardio en forma libre y que esto reduce la cantidad de radicales libres,
de MPO, TNFa y prostaglandina E,. Si algo similar ocurre con los animales
del grupo SHR-Axt, esto podria explicar en parte la reduccion del tamaiio del

corazon.

En otros estudios, utilizando el modelo de ratas SHR a las que se administra
vitamina C, se ve que ésta es capaz de reducir los valores de HVI con respecto
al control SHR*”. En otras investigaciones utilizando productos antioxidantes
como la quercetina y polifenoles del vino se ha visto también una reduccion
de los valores de HVI con respecto al control, aunque en ningun caso los
valores se acercan a los valores de las ratas WKY>*'**®. En general, los
valores de reduccion en la HVI logrados con antioxidantes presentes en los
alimentos no llega a ser tan significativa como en el caso de los
farmacos®**.
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En el modelo de infusion de Ang II, los resultados fueron muy positivos ya
que el grupo Ang II Axt tuvo valores de hipertrofia similares a los del grupo
Sham, mientras que el grupo Ang II presentod valores mas altos (Figura 40).
Estos resultados fueron bastante similares a los encontrados por varios autores
utilizando el modelo de hipertension mediante la infusiéon de Ang Il y la
interrupcion de las vias de sefializacion de ésta en ratones modificados
genéticamente™*>2. Lu y col.”® , en otro estudio, destacan el hecho de que
las enzimas antioxidantes juegan un papel muy importante en el desarrollo de
la HV y demuestran que la deficiencia en la SOD exacerba en el miocardio el
estrés oxidativo, la fibrosis, la disfuncion y la HV producida por un modelo de
sobrecarga de presion. Asi mismo, se ha destacado que la reduccion de ERO y
de ERN mediante la administraciéon de BH, aumenta la actividad correcta de
la eNOS, produciendo NO, previniendo la HTA, reduciendo los niveles de
peroxinitritos y la HV asociada a la infusién de Ang IT***. Las evidencias de
que el estrés oxidativo tiene un papel muy importante en la patogénesis de la
hipertension son cada vez mayores y la Ang II incrementa la produccion de
ERO mediante la activacion de la NAD(P)H oxidasa®*'. Tanto el *O,” como el
H,0, generados son potentes mitogénicos que producen sus efectos por medio
de la activacion de la p38MAP-cinasa®”, ERK-5 y NF-kB*°.

Wenzel y col.”®” han demostrado, mediante el cultivo de cardiomiocitos de
ratas, que la reduccion del NO derivado de la eNOS contribuye a la
hipertrofia de los cardiomiocitos. El cultivo de éstos con un inhibidor de la
eNOS produjo un incremento en la velocidad de sintesis de proteinas y un
aumento en el tamano de las células. Este proceso fue sensible a la inhibicion
de la p38MAP-cinasa y lo mas relevante, al menos para nosotros, a
antioxidantes. La inhibicion de la eNOS, produjo un répido incremento de las
ERO, una subsecuente activacion de p38MAP-cinasa y la expresion de TGF-3
y TNFa. Debido a la participacion del NO y a la inhibicién de la p38MAP-
cinasa por parte de los antioxidantes, como es de suponer estos fendmenos
estan asociados al balance redox La capacidad antioxidante y “scavenger” de
las diversas ERO que tiene la astaxantina explicaria la reduccién en la HV
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encontrada tanto en el modelo con ratas SHR como en el modelo de infusion
de Ang II.

En el modelo con ratones Vav3™” encontramos que la administracion cronica
de astaxantina también redujo la HV. El grupo experimental Vav3” tuvo un
valor de HV de 3,8 = 0,1, mientras que el grupo tratado con astaxantina fue de
3,5+0,1 (Figura 51).

En estos ratones la ausencia de las proteinas Vav 3, que son factores de
intercambio de GDP/GTP dependientes de la fosforilacion, produce HTA
mostrando PAS y PAD elevadas, taquicardia, HVI, un mayor tamafio en los
cardiomiocitos, fibrosis del ventriculo izquierdo y un engrosamiento de la
aorta, sin embargo, estos defectos no se observaron en el ventriculo derecho y
en arterias pulmonares'®?. Estos defectos cardiovasculares se asocian a un
incremento de renina en plasma, a una mayor concentracion de ECA en el
corazon y a un incremento, dependiente de la edad, de los niveles de Ang II
que a su vez va acompafiado de una regulacion al alza del ARNm de los
receptores AT, en aorta y corazén pero no en el circuito pulmonar. Sin
embargo no se describen cambios en los receptores de endotelina, sugiriendo
que la hipertension es dependiente del SRA, lo cual corroboraron
farmacologicamente. Por otro lado, los niveles altos de catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina y dopamina) en los ratones Vav3' indicaban que la
estimulacion del SRA, que producia los defectos cardiovasculares, era
dependiente del SNS. Este aspecto se corrobor6 utilizando un inhibidor
selectivo de los receptores P-adrenérgicos. Lo que es evidente es que la
participacion del SRA y de la Ang II en particular, tienen el mismo papel en
lo que se refiere a la activacion de diversas tirosin-cinasas, citocinas, factores
de crecimiento y ERO como los mencionados en los modelos anteriores, lo
que explicaria que el papel antioxidante de la astaxantina redujera también en
este modelo los valores de HV.

Por ultimo cabe mencionar que la importancia de la Ang II en el desarrollo de
la hipertrofia y de la fibrosis cardiacas ha sido bien documentada mediante



Discusion 209

antagonistas de los receptores AT como losartan y candesartan, que han sido
capaces de atenuar tanto la hipertrofia cardiaca como la fibrosis
asociada™**>.

De acuerdo a lo anterior, decidimos evaluar en el modelo de hipertension
mediante la infusién de Ang II, la concentraciéon de OH-Pro como una medida
de la fibrosis asociada a la hipertrofia cardiaca propia de la hipertension.

Los resultados de concentracion de OH-Pro obtenidos en el corazéon de los
ratones de los tres grupos experimentales, nos muestran que en el grupo Ang
IT la concentracion de OH-Pro fue 64% mayor que la obtenida en el grupo
Sham y en el grupo experimental Ang II Axt la concentracion de OH-Pro fue
un 20% menor a la del grupo Ang II, como se muestra en la figura 41.

Asi, podemos decir que la infusion de Ang II produce HV, asociada a un
incremento en la cantidad de colageno en el corazon y que la astaxantina la
disminuye, pero que no es capaz de revertirla a los niveles presentados por el
grupo Sham. En general, estos datos concuerdan con los valores de HV
encontrados en cada grupo experimental, ya que los valores menores de HV
corresponden también a los animales con valores de OH-Pro menores, aunque
en el caso del grupo donde se administrd la astaxantina la diferencia no haya
sido significativa. Esto concuerda con el hecho de que en la hipertrofia
cardiaca, ademds del aumento en la sintesis de colageno, también juega un
papel muy importante el tamafio y disposicion de los cardiomiocitos como lo

260
han demostrado algunos autores™" .

Por otro lado, el hecho de encontrar un incremento de OH-Pro en el grupo
Ang II estaria bien relacionado con la capacidad que tiene ésta de producir
hipertrofia activando diversas vias como las tirosin-cinasas, la p38MAP-
cinasa y la produccién de ERO a través de la NAD(P)H oxidasa, como ya
hemos comentado®’'*>**®, Del mismo modo que la presencia de la
astaxantina en el grupo Ang II Axt nos sugiere que su capacidad antioxidante
y “scavenger” de *O,%! estaria relacionada con una concentracion menor de
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OH-Pro como lo han demostrado Lijnen y col.”**. Estas mismas vias han sido
sefialadas como las vias de actuacion de la Ang II en la hipertrofia y deposito
de matriz extracelular en células mesangiales. Block y col.**, mencionan que
este proceso es regulado por la subunidad Nox4 de la NAD(P)H oxidasa a
través de Src y la subsecuente fosforilacion de la proteina-cinasa-1
dependiente 3-fosfoinositol (PDK-1 cinasa); mientras que la regulacion al alza
de Nox4 es inducida por Ang I y que esta cascada de sefializacion es redox
dependiente. Este hecho también concordaria con la disminucién de la
hipertrofia renal observada en el modelo de infusion de Ang II cuando se
administr6 astaxantina. Los valores promedio que correspondieron a cada uno
de los grupos experimentales Sham, Ang Il y Ang II Axt en el mismo orden
fueron los siguientes: 7,7 + 0,2 mg/g; 7,7 + 0,2 mg/g y 6,6 + 0,3 mg/g. Asi, el
caracter antioxidante de la astaxantina también se vio reflejado al disminuir la
HR en este modelo de hipertension. Estos datos ademas concuerdan
parcialmente con investigaciones en las que se ha administrado vitamina C
durante nueve semanas en un modelo con ratas SHR. Se ha encontrado una
reduccion, aunque ésta no fue significativa, en HR sin embargo, los autores
comentan que en la inspeccion al microscopio de los rifiones de las ratas SHR
tratadas con vitamina C se encontrd que tenian una menor hiperplasia en las
CMLV y un menor valor de Wm””’. Mientras que en otro estudio utilizando
quercetina, también en ratas SHR, aunque se han logrados resultados
positivos en la reduccion de la PAS y de la disfuncion endotelial, no se han
modificado positivamente los valores de HR**'.

En el modelo con ratones Vav3” donde se evalué el peso de las GSR y el
indice de HGSR, podemos decir que la administracion de astaxantina en la
dosis de 100 mg/kg/dia, se asoci6 a una reduccion estadisticamente
significativa en el peso de las GSR y en el indice de HGSR (Figura 52). Como
se menciond anteriormente en este modelo de hipertension, la disfuncion
cardiovascular se asocia a una expresion elevada de la renina, de ECA, de los
niveles de Ang Il y de los receptores AT;. Ademas este mismo modelo tiene
una expresion al alza de catecolaminas que a su vez se asocia a una sobre-
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estimulacion del SNS. Si consideramos que las vias de sefializacion de la Ang
II son redox dependientes como lo hemos expresado en las lineas
anteriores>* #2263, creemos que la reduccion del peso de las GSR vy el
indice de HGSR puede asociarse al caracter antioxidante y de “scavenger” de

*0, de la astaxantina®®!.

Los cambios hemodindmicos y humorales presentes en la hipertension, no
solo producen alteraciones en el musculo cardiaco sino que se asocian con el
remodelado vascular’®“%, esta vinculacion ha sido importante en el
desarrollo de farmacos antihipertensivos que ademas puedan atenuar los
cambios estructurales®®**®’. Como se ha mencionado, ahora también se sabe
que las ERO participan en los mecanismos de sefializacion involucrados en el
remodelado vascular por lo que la investigacion del papel de los antioxidantes

en estos procesos ha tomado cada vez mas importancia.

En este trabajo encontramos en ratas SHR que, tanto en la aorta como en el
lecho vascular renal, la astaxantina produce una reduccion del Wy, y de la
CSA. En esta reduccion, la dosis mas eficiente fue la de 75 mg/kg/dia. En el
caso del lumen, éste se incrementd también con astaxantina, pero este
incremento fue significativo solamente para la dosis mas baja. Por estudios
previos, se sabe que en modelos de hipertension por infusion de Ang Il y en
ratas SHR, se produce un remodelado hipertréfico, ya que en el desarrollo de
la hipertension se incrementan los valores de la relacion Wy /L y de
CSAL 2% Con los resultados obtenidos, podemos decir que la
astaxantina en las dos dosis utilizadas, es capaz de revertir la hipertrofia
asociada a la hipertension tanto en la aorta como en el lecho vascular renal.

Hussein y col.”® compararon el remodelado de arterias en ratas SHR vy ratas
SHR tratadas cronicamente con astaxantina en una dosis de 50 mg/kg/dia y
encontraron tanto en ramas de arterias coronarias como en aortas, que las ratas
tratadas con astaxantina tenian valores menores de Wy, y valores mayores de
L con respecto a las ratas control. Comentan que en las ratas SHR tratadas con
astaxantina, las arterias coronarias presentaron una reducciéon en Wy, y que
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esta disminucion se vio reflejada en la relacion Wy,/L, en el caso de la aorta
este cambio tuvo el mismo comportamiento junto con una reducciéon en el
numero de capas de elastina.

En un estudio, Vasdev y col.”’ encontraron que en el lecho vascular renal de
ratas SHR los valores de W, se incrementaban con una reducciéon en L
respecto de las ratas WKY. La administracion durante nueve semanas de
vitamina C en ratas SHR, produjo una disminucion de Wy, aunque el cambio
en L fue minimo. En comparacion con el efecto de la vitamina C, en nuestro
estudio, la astaxantina si produce cambios sustanciales en W,y en L.

En otro trabajo'*’ con vitamina C y E administradas a ratas SHR-SP durante
un periodo de 6 semanas, se observo que estas vitaminas eran capaces de
reducir la relacion W,,/L, consecuencia de una disminucion en los valores de
W pero sin cambios en CSA,. La utilizacion de un modelo de hipertension
por infusiéon de Ang II en ratones machos BALB/c**" dio como resultado un
incremento de W,, que no se produjo cuando ademds se administraba
apocinina. En ningun caso se modifico el valor de L. Ademas cabe destacar
que en este trabajo también se asocia la produccion de ERO con el
remodelado vascular.

Al comparar los resultados obtenidos con astaxantina con un farmaco como el
nebivolol en ratas SHR*”, encontramos que en arterias intrarrenales de
resistencia la reduccion que se logréd en el valor de Wy, con astaxantina (75
mg/kg/dia durante dos meses) con respecto a su grupo control SHR fue del
20%, mientras que con nebivolol (8 mg/kg/dia durante seis meses) esta
reduccion fue del 25%. De la misma manera las reducciones correspondientes
para la CSA,, fueron respectivamente del 17% y 19%, mientras que el
incremento en el valor de L fue de un 25% en ambos casos. Al comparar los
cambios producidos por astaxantina y nebivolol en el remodelado de aorta, se
obtuvo una reducciéon en el valor de Wy, de 14% con astaxantina y de 25%
para el nebivolol, mientras que se redujo el CSA, un 10% y un 25%
respectivamente; en tanto que en el valor medio de L los incrementos fueron
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de 8% y 5% respectivamente. Considerando las diferencias de concentracion
y la naturaleza de la astaxantina como antioxidante, los beneficios producidos
por ésta son considerables.

La progresion en la hipertension incluye dos tipos diferentes de remodelado
vascular: eutréfico e hipertrofico®’'. Estos dos fenomenos se pueden presentar
en un mismo individuo dependiendo de la localizacién, del tipo de lecho
vascular y del desarrollo mismo de la hipertension. El remodelado vascular se
ha definido como la modificacion estructural de los vasos que conlleva a la
alteracion del grosor de la pared y del lumen. Estas alteraciones pueden ser
inducidas por una adaptacion pasiva a cambios hemodindmicos cronicos y/o a
través de cambios neurohumorales incluyendo la Ang II y las ERO. El
remodelado hipertrofico esta caracterizado por un incremento en la CSAy,
predominantemente en arterias de conductancia y pequefias arterias en
hipertension secundaria, por ejemplo, pacientes con hipertension renovascular
y ratas hipertensas mediante la infusion de Ang II. En este caso se produce un
incremento del tamafio de las células y un aumento de la acumulacion de
matriz extracelular como coldgeno y fibronectina siguiendo el mismo patrén
de los modelos animales’’**”. Asi, para el remodelado hipertrofico es
necesaria la hipertrofia de las CMLV vy la sintesis de matriz extracelular, tanto
el estrés mecanico de los vasos como los mediadores humorales como la Ang
II contribuyen al remodelado hipertrofico?”*27>276,

Aunque se sabe por ensayos en cultivos de CMLV, que la hipertrofia inducida
por Ang II estd mediada por H,O, generado a su vez de manera dependiente
de la NAD(P)H oxidasa'”®*"’; la contribucion de las ERO a este proceso esta
aun por dilucidar®®*".

El remodelado eutréfico estd caracterizado por la reduccion en el L,
engrosamiento W,,, incremento de W,/L y usualmente poco cambio en el
CSA,, en este caso el cambio en el tamafio de CMLV es practicamente
nulo®®’, mientras que el crecimiento de la capa media hacia el lumen
corresponde a una reorganizaciéon de células y de material extracelular



214 Discusion

existente en la pared vascular y apoptosis en la periferia del vaso®™'. Este
proceso es comiin en arterias pequefias de resistencia de ratas SHR**?. A pesar
de ello, las causas determinantes de cada tipo de remodelado no han sido
claramente dilucidadas. Lo que las investigaciones han demostrado es que el
remodelado vascular se puede mejorar por medio de tratamientos con tempol,
vitaminas antioxidantes'®’, antagonistas de los receptores de Ang II e
inhibidores de la NAD(P)H oxidasa, tanto en modelos animales como en
estudios clinicos™**,

En los tres modelos de HTA estudiamos la produccion basal y estimulada de
*O;" en anillos de aorta y el comportamiento fue el mismo. La produccion
basal no se modifico significativamente entre los grupos control y los tratados
con astaxantina. Sin embargo, cuando se estimul6 la produccion de <O, con
NADPH, ademas del incremento esperado en la magnitud de la respuesta, las
diferencias entre los grupos experimentales se hicieron evidentes. En los tres
modelos la produccion estimulada fue menor en los grupos experimentales
donde se administro astaxantina (Figuras 28, 42 y 53). Cardounel y col.*®' han
evaluado la capacidad de la astaxantina como “scavenger” de radicales libres
en un sistema in vitro con neutréfilos humanos donde se activo el sistema de
generacion de *O;’, en su trabajo encontramos dos hechos principales: que la
astaxantina en las concentraciones que utilizaron (alrededor 100 uM) puede
eliminar de manera practicamente completa la sefial producida por el <O, y
que no existe diferencia en la eficiencia como “scavengers” de los diferentes
estereoisomeros de la astaxantina, por lo que se intuye que la cadena
hidrocarbonada con sus dobles enlaces conjugados es la responsable de este
efecto.

Estos datos estarian en concordancia con otros autores que han trabajado con
antioxidantes como la quercetina y que encuentran diferencias significativas
en la produccion estimulada de O, pero no asi en la produccion basal*’.
Esto se corrobord ademas mediante la utilizacion de una sonda fluorogénica
como el DHE. Mediante esta técnica pudimos comprobar in Situ que la
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produccion de <O, en aortas del grupo SHR-Axt 75 fue significativamente
menor a la produccién de los anillos de aortas del grupo SHR-Control (Figura
29). Se sabe que la produccion observada corresponde a *O, debido a que el
DHE es una sonda especifica del *O," y no de otras especies reactivas que son
capaces de oxidar otro tipo de sondas fluorogénicas™ .

En condiciones basales la infusiéon de Ang II no modificé la produccion de
*O," pero cuando ésta se estimulé con NADPH, el grupo Ang II fue el que
mostrod los valores mas altos. Hay que recordar que la Ang II estimula la
produccion de O,” por medio del aumento en la expresion de Nox4, p22°"™ y
de p47"* como lo han demostrado diversos estudios®*'**”** Los grupos
Sham y Ang II Axt mostraron producciones significativamente menores de
*O,’, por lo que la administracion de astaxantina redujo la produccion de Oy’
o la actividad NAD(P)H oxidasa a niveles similares a los presentados por el
grupo Sham (Figura 42)

En el modelo con ratones Vav3'/‘, sucedio lo mismo en condiciones basales, a
pesar de que el grupo donde se administré astaxantina tuvo una tendencia a
disminuir, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Sin embargo,
al estimular la actividad NAD(P)H oxidasa, la administraciéon de astaxantina
si que reduce significativamente la produccion de *O;" hasta en un 32% con
respecto al grupo Vav3” (Figura 53).

Se sabe que el *O;" derivado de la NAD(P)H oxidasa tiene un papel muy
importante en la hipertension producida por la Ang II ya sea por una
activacion elevada del sistema SRA o por la infusion directa de ésta®'**. Se
han realizado diversos estudios con farmacos donde se relaciona una mejor
funcion vascular con reduccion de la actividad de la NAD(P)H oxidasa y por
lo tanto de la produccién de *O,"*"'**. Sin embargo, los estudios utilizando
vitaminas antioxidantes son mas escasos. Viridis y col.”*, han relacionado la
disminucion de la PA, una mejor relajacion endotelio dependiente y una
mejor estructura vascular con la inhibicion de la NAD(P)H oxidasa por medio
de apocinina suministrada en el alimento. Otros autores han demostrado que
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la administracién de vitaminas C y E disminuye la produccion vascular de
*O, e incrementa el estado antioxidante en los animales tratados. Desde su
perspectiva, estos resultados confirman las propiedades antioxidantes de las
vitaminas utilizadas e indican que el tratamiento disminuye la generacioén de
radicales libres e incrementa la defensa antioxidante en su modelo de estudio.
Estos hechos pueden relacionarse con la capacidad que tienen estas vitaminas
como ‘“‘scavengers” de radicales libres. Sin embargo, es posible que estas
mismas vitaminas puedan también influenciar el estado redox a nivel
vascular, modulando la actividad de los sistemas enzimaticos que generan las
ERO. En otros estudios relacionan los beneficios que se producen en la
funcién endotelial de ratas SHR mediante la administracion cronica de
quercetina con una regulacion a la baja de la expresion de uno de los
componentes de la NAD(P)H oxidasa y con un incremento en la actividad de
la eNOS**". Asi mismo, otros investigadores han encontrado una regulacion a
la baja de la expresion de la NAD(P)H oxidasa en presencia de polifenoles, lo
que se relacionaria con una modulacion de la producciéon de *O,” por parte de

los antioxidantes*’.

Nosotros hemos encontrado por medio de los modelos de HTA utilizados, que
el tratamiento con astaxantina disminuye la actividad estimulada de la
NAD(P)H oxidasa. Debido a que la NAD(P)H oxidasa es la principal fuente
de *O, a nivel Vascular283, la disminucidén de la actividad de esta enzima
encontrada en anillos de aorta, asociada a la administracion de astaxantina nos
sugeriria una menor produccion no solo de *O;" sino de otras ERO derivadas
de éste. Por otro lado, la mayor actividad de la SOD también asociada a la
administracion de astaxantina en el modelo 2 de HTA conllevaria a una
mayor dismutacion del *O," y a la disminuciéon de su concentracion. Con
nuestros datos, no podemos discriminar cual de estos factores contribuye mas
a la mejora en el estado redox sugerido por la disminucion en la concentracion
de MDA tanto en plasma como en higado como se mostrard mas adelante
(Figuras 43).
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Los mecanismos por los cuales las vitaminas antioxidantes regulan la
NAD(P)H oxidasa, la SOD u otras enzimas antioxidantes, estdn por definirse,
aunque se estima que estas vitaminas tienen un papel importante en la
regulacion a nivel transcripcional o post-translacional de estos sistemas
enzimaticos™'. En este sentido se ha mencionado que vitaminas como la E,
dado su caracter hidrofobico, al ubicarse en las membranas celulares pueden

interferir en el acoplamiento de sistemas enzimaticos como la NAD(P)H
: 238,291,292,293
oxidasa .

Los mecanismos por los cuales los antioxidantes tienen influencia en la
funcién vascular pueden estar relacionados con su papel de “scavengers” del
*O,, ya que éste es capaz de reaccionar con el NO producido en el endotelio y
disminuir su biodisponibilidad. Si la astaxantina es capaz de eliminar el *O;, y
esto se relaciona con un aumento de la biodisponibilidad del NO, tal como se
ha demostrado en el lecho vascular renal del modelo con ratas SHR, la
astaxantina también puede influir en la actividad de la eNOS aumentando los
niveles de BH, los cuales a su vez incrementan la sintesis de NO**>2%+22!,
Aunque en nuestro trabajo no determinamos los nitritos y los nitratos, hay
estudios que demuestran que las vitaminas antioxidantes incrementan la
actividad eNOS vy la sintesis de NO en arterias de SHR*®.

En los ultimos afios ha cobrado mas fuerza la relacién que existe entre la
hipertension y la pérdida del balance entre la produccion de ERO y los
antioxidantes”. En este sentido los sistemas antioxidantes tanto endogenos
como exogenos juegan un papel muy importante en la prevencion y limitacion
de los dafios provocados por una produccioén excesiva de ERO. No sdlo se
relaciona la hipertension con las ERO sino que éstas también se han

relacionado con el infarto de miocardio y con otras cardiopatia5294.

Se ha propuesto que la hipertension estimula la produccion de diferentes tipos
de ERO, que a su vez son mediadores del dafio vascular y de la
lipoperoxidacion de las membranas celulares, lo que esta implicado en la
disfuncion de las células endoteliales. Estd demostrado que un incremento en
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las ERO produce pérdida de dilatacioén en diversos tipos de vasos, por ejemplo
en pacientes con hipertension severa se ha observado que existe una pérdida
de vasodilatacion en arterias de resistencia®°. Como se ha mencionado en los
parrafos anteriores, el SRA es parte fundamental en el desarrollo y
establecimiento de la hipertension, por otro lado, también se ha mencionado la
importancia de la Ang II como inductora de la generacion de ERO****"7. Por
estas razones nos parecid importante determinar las relaciones entre el
desarrollo de la hipertension mediante la infusion de Ang II y el estado de
algunos parametros relacionados con el estrés oxidativo como la
concentracion de MDA en el plasma y en el higado y las actividades
enzimaticas en higado de SOD, CAT y GPx.

En este modelo de hipertension, encontramos que la infusion de Ang II
producia un incremento del estrés oxidativo en los animales, ya que aument6
la concentracion de MDA en el plasma del grupo experimental Sham de 4,8 +
1,0 a 5,5 = 0,6 nmol/ml en el grupo Ang II. Y aunque en el higado este
incremento fue minimo, concuerda con los resultados de otros autores que
observan un incremento en los valores de MDA cuya magnitud depende del
modelo de hipertension del que se trate”®*”’. En este sentido la
administracion de astaxantina tuvo un efecto positivo, ya que disminuyo la
concentracion de MDA en plasma un 42% y un 20% en el higado.

En el caso de la SOD se ha relacionado la hipertension con una disminuciéon
en su actividad. Nosotros encontramos que el aumento de las PAS asociado a
la infusion de Ang II produjo una reduccion de la actividad de la SOD de 97,6
+ 19,3% en el grupo Sham a un 51,0 £ 17,8% en el grupo Ang II. Nuestros
datos estarian en concordancia con datos publicados en modelos animales y
en estudios clinicos™®**”. Ademas encontramos que la astaxantina revirtio el
efecto negativo de la Ang II en la actividad de la SOD, ya que en el grupo
experimental donde se administré la astaxantina la actividad SOD fue,
inclusive, ligeramente superior a la del grupo Sham. Esta asociacion entre la
disminucién de la actividad de la SOD con la hipertension, y su posterior
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recuperacion mediante el tratamiento con antioxidantes, se ha asociado
ademas a una mejora de la funcioén endotelial de la PAS y del estado oxidativo
total en modelos animales'*%.

En lo que corresponde a la actividad de la catalasa, ésta practicamente no se
modificé por la infusion de Ang II, mientras que la administracion de
astaxantina la redujo significativamente. La literatura existente para esta
enzima es en algunas ocasiones contradictoria ya que existen investigaciones
que mencionan incrementos de la actividad de la catalasa en los animales
hipertensos en relacion a los normotensos™®*"!, en tanto que otras dan valores

superiores de actividad de la catalasa para las ratas SHR**,

La respuesta en la actividad de la GPx fue similar a la anterior, ya que la
infusién de Ang II no produjo un cambio significativo en ésta. Sin embargo
en este caso, la astaxantina si incremento significativamente la actividad de la
GPx, este incremento fue del 44% con respecto al grupo experimental Ang II.
Nuestros resultados concuerdan con la literatura en este sentido ya que la
actividad de la GPx normalmente es menor en los grupos experimentales
hipertensos, produciéndose un incremento en tratamientos con antioxidantes,
segun describen el grupo de Duarte®®%,

Como hemos mencionado, la actividad de la catalasa fue la unica que
disminuyd con la administracion de la astaxantina, aspecto que nos llamo la
atencion sobre todo pensando en que encontramos un incremento en la
actividad de la SOD, y que ésta al dismutar el *O, ~ produce H,O, que es el
sustrato de la catalasa. Sin embargo, creemos que el incremento de la
actividad de la GPx esta relacionado con un efecto compensatorio, pues hay
que recordar que la GPx es también capaz de utilizar el H,O, como sustrato
para producir H,O y O, Con los datos obtenidos, podemos decir que la
infusion de Ang II produce un incremento del estado de oxidacion, en tanto
que la administracion de astaxantina disminuye el estrés oxidativo producido
por la Ang II e inclusive en algunos parametros llega a revertirlo como en el
caso de la actividad de la SOD.
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e La administracion de astaxantina en la dieta en las distintas dosis
ensayadas fue capaz de disminuir la PA en los tres modelos de HTA
utilizados: ratas genéticamene hipertensas, ratones con hipertension
inducida por angiotensina Il y ratones deficientes en la proteina Vav3.

e La hipertrofia cardiaca que caracteriza a estos modelos de
hipertension, disminuy6 de manera estadisticamente significativa con
la administracién de astaxantina. La reduccion de la fibrosis podria
contribuir a este efecto.

e La astaxantina mejord la funcionalidad vascular en arterias de
resistencia pero no en arterias de conductancia.

e FE] tratamiento con astaxantina redujo, de manera significativa, la
formacion de <O, estimulada con NADPH en anillos de aorta
procedentes de los tres modelos de hipertension.

e En las condiciones del estudio, la astaxantina redujo el remodelado
en vasos de resistencia y de conductancia de ratas SHR. En Ia
hipertension inducida por angiotensina, la astaxantina redujo el estrés
oxidativo y la fibrosis asociados a este modelo.
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Anexo 1

Sustancias utilizadas.

e Soluciones nutricias

1. Solucién Krebs. En todas las preparaciones aisladas se utiliza esta solucién
nutricia, preparada con componentes de calidad de analisis (Merck o Panreac)
que se disuelven en agua ultrapura (Labconco-Water Pro, P.S.). Su
composicion (mM) es la siguiente: NaCl, 118,7; KCI, 4,7; CaCl,, 2,5;
KH,PO4, 1,2; NaHCO3 25,0; MgSO,47H,0, 1,2; Glucosa, 11,1. Una vez
gaseada con carbdgeno se ajusta el pH a 7,4.

2. Solucion tampdén HEPES. Esta solucion se prepara con componentes de
calidad de anélisis (Merck o Panreac) que se disuelven en agua ultrapura
(Labconco-Water Pro, P.S.). Se utilizé en los métodos de cuantificacion de la
produccion de <O, por quimioluminiscencia e “in situ”; su composicion
(mM) es: NaCl 119; HEPES 20; KCI 4,6; MgSO, 1,0; Na,HPO, 0,15;
KH,P0O40,4; NaHCO35,0; CaCl, 1,2 y glucosa 5,5 a un pH de 7,4.

e Sustancias utilizadas

1. Agonistas. Para los estudios de funcionalidad de vasos sanguineos se
preparan soluciones madre (1x10™-1x10% M) de los agonistas utilizados que
se congelan en alicuotas. Las soluciones usadas en los experimentos se
preparan diariamente a partir de éstas. Ver lista de sustancias en la parte
inferior de este anexo.

2. El resto de sustancias utilizadas se preparan diariamente de acuerdo a las
necesidades de los experimentos y en las concentraciones mencionadas en el



capitulo de métodos y resultados. Las sustancias usadas aparecen a

continuacion:
-1,1,3,3-tetrametoxipropano.
Sigma-Aldrich

- 4-dimetilaminobenzaldehido.
Sigma-Aldrich

-4-hidroxi-3-metoxiacetofenona
(Apocinina). Sigma-Aldrich

-4 5-dihidroxi-1,3-benceno acido
disulfonico (Tirén). Sigma-
Aldrich

-Acetato de angiotensina II.
Sigma-Aldrich

- Acetato de sodio trihidrato.
Panreac

-Acido acético. Sigma-Aldrich

-Acido citrico monohidrato.
Panreac

-Acido tiobarbitdrico. Sigma-
Aldrich

- Acido tricloroacético. Merck
-Alcohol etilico. VWR

- Alcohol polivinilico /carbowax
(O.C.T). Sakura Tissue Tek

-Azida sodica. Sigma-Aldrich
-Benceno. Merk

- Bitartrato de noradrenalina.
Sigma-Aldrich

-cis-4 Hidroxi L prolina. Fluka
-Citrato de sodio .Panreac

-Cloramina T. Sigma-Aldrich

-Clorhidrato de fenilefrina. Sigma-
Aldrich

-Cloruro de acetilcolina. Sigma-
Aldrich

-Cloruro potésico. Merk

- Dihidroetidio (DHE). Sigma-
Aldrich

-Dimetil sulféxido.VWR

- Dinitrato de N,N’-dimetil
9,9’biacridinio (lucigenina).
Sigma-Aldrich

- Dodecilsulfato de sodio (SDS).
Fluka

-EDTA de sodio. Sigma-Aldrich
-Eosina. Panreac
-Fosfato sodico. Panreac

- Glutation reductasa. Sigma-
Aldrich

- HCI. J T Baker
-Hematoxilina. Panreac

- Hidroperdxido de cumeno.
Sigma-Aldrich

-Indometacina. Sigma-Aldrich
-Isopropanol. Panreac

-L-glutatién reducido. Sigma-
Aldrich



-N-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME). Sigma-Aldrich

- N, N-acido dietil-ditiocarbamato
de amonio (DDC). Sigma-Aldrich

- NADPH. Sigma-Aldrich
-NaOH. VWR

-Nitroprusiato sédico dihidratado.
Sigma-Aldrich

-Reactivo de Bradford. Sigma-
Aldrich

-Xilol. VWR



Anexo 2

Expresion y anélisis estadistico de los resultados

Todos los resultados se expresan como media aritmética + el error estandar de
la media (EEM) del nimero de experimentos especificado en cada caso.

1. Para comparar los valores obtenidos entre dos grupos se empled una prueba
t de Student para datos no pareados considerandose diferencias significativas
cuando p<0,05 y diferencias altamente significativas cuando p<0,01.

2. Para comparar los valores obtenidos entre mas de dos grupos se emple6 un
analisis de varianza (ANOVA) de una via y la prueba post hoc de Newman-
Keuls. Considerandose diferencias significativas cuando p<0,05 y diferencias
altamente significativas cuando p<0,01.

3. Para ajustar las curvas dosis respuesta, se utiliz el ajuste a un modelo
logistico no lineal utilizando el programa Graph Pad Prism version 4
(GraphPad software Inc. EEUU). En todas las curvas se obtuvo el valor del
efecto maximo (Emax) Y pD2 (logaritmo cambiado de signo de la
concentracion del agonista que provoca el 50% del efecto méximo). Para
comparar las curvas y sus parametros se utilizé una prueba F de Snedecor.
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