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E/ enigma no existe.
87 una pregunta puede llegar a plantearse,
entonces también se le puede dar una respuesta.

Ludwig Wittgenstein

La ciencia del hombre es grande,
pero su ignorancia es inmensa.

Fernando Pessoa



Abreviaturas.

Abreviaturas empleadas.

AA

Acido araquidénico.

ACh
Acetilcolina.

ADMA
Dimetil arginina asimétrica.

ADN
Acido desoxirribonucleico.

ADP
Adenosin difosfato.

Akt
Protein kinasa B.

Ang II
Angiotensina II.

ARA-II
Antagonistas del receptor de
angiotensina II.

ARN
Acido ribonucleico.

ARNmMm

Acido ribonucleico mensajero.

AT-1

Receptor 1 de angiotensina II.

AT-2

Receptor 2 de angiotensina II.

ATP

Adenosin trifosfato.

BH,
Dihidrobiopterina.

BH,
Tetrahidrobiopterina.

Bk
Bradikinina.

BSA
Albtimina de suero bovino.

[Ca*]i

Concentracion intracelular de calcio.

Cam
Calmodulina.

cAMP
Adenosin monofosfato ciclico.

Cat
Catalasa.

CDKs
Kinasas dependientes de ciclinas.

cGMP
Guanosin monofosfato ciclico.

CMLV
Célula del musculo liso vascular.

COMT
Catecol-o-metil transferasa.

COX
Ciclooxigenasa.
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c.s.p
Cantidad suficiente para.

c-SRC
Tirosin kinasa independiente de
receptor c-SRC.

CuZn-SOD
SOD dependiente de cobre y cinc.

DAF-2
4.5-diaminofluoresceina.

DAPI
Dilactato de 4°,6-diamidino-2-
fenilindol.

DDAH
Dimetilaminohidrolasa.

DHE
Dihidroetidio.

DMSO
Dimetilsulféxido.

DOCA
Acetato de deoxicorticosterona

DPI
Difeniléniodonio.
DTT
Ditiotreitiol.
ECL

Desarrollo de quimioluminiscencia.

EDHF
Factor hiperpolarizante derivado de
endotelio.

EDRF
Factor relajante derivado de
endotelio.

EDTA
Acido etilendiamino tetracético.

EGFR
Receptor del factor de crecimiento
epidérmico.

EGTA
Acido etilenglicol-bis(B-aminoetil
éter)-IN,N,N’,N’-tetracético.

eNOS
Oxido nitrico sintasa endotelial.

ERK 1/2
Kinasas reguladas por sefiales
extracelulares 1/2.

ET-1
Endotelina 1.

FAD
Flavin adenin dinucledtido.

FC

Frecuencia cardiaca

FMN
Flavin mononucledtido.

GCs
Guanilato ciclasa soluble.

GLUT
Transportador de glucosa.

GPx
Glutation peroxidasa.
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GTP

Guanosin trifosfato.

HDL
Lipoproteinas de alta densidad.

HEPES
Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-
2-etanosulfénico.

HZOZ
Peréxido de hidrégeno.

HSPI0
Proteina de impacto calérico 90.

ICAM-1

Molécula de adhesion intracelular 1.

IECA
Inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina.

iNOS

Oxido nitrico sintasa inducible.

IP,
Inositol trifosfato.

I.P.C.
Indice de peso cardiaco.

I.P.V.I
Indice de peso de ventriculo
izquierdo.

I.P.R.
Indice de peso renal.

Iso
Isorhamnetina.

JNK

Kinasa c-jun-NH,-terminal.

LDL
Lipoproteinas de baja densidad.

L-NAME
N*-nitro-L-arginina metil éster.

LO
Radical lipidico.

LOO"
Radical lipidico.

LOX
Lipooxigenasa.

M
Molar.

MAPKs
Protein kinasas activadas por
mitégeno.

MCP-1
Proteina quimiotactica de monocitos
1.

MDA
Malonildialdehido.

MLCK
Kinasa de cadenas ligeras de miosina.

MMPs
Metaloproteasas de matriz.

Mn-SOD
SOD dependiente de manganeso.

NA
Noradrenalina.

NAD*
Nicotinamin adenin dinucle6tido
oxidado.
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NADPH
Nicotinamin adenin dinucle6tido
fosfato.

NO
Oxido nitrico.

nNOS
Oxido nitrico sintasa neuronal.

NOS
Oxido nitrico sintasa.

NOS-1
Oxido nitrico sintasa neuronal.

NOS-II
Oxido nitrico sintasa endotelial.

NOS-III
Oxido nitrico sintasa inducible.

NPS
Nitroprusiato sédico.

o,
Anién superoxido.

OH
Radical hidroxilo.

ONOO’
Peroxinitrito.

PAM
Presion arterial media

PAS
Presion arterial sistolica

PBS
Suero fisiolégico salino.

PC
Peso corporal.

PCar
Peso cardiaco.

PDE
Fosfodiesterasa.

PDGF
Factor de crecimiento derivado de
plaquetas.

PE-50
Polietileno 50.

PEG-SOD
Polietilénglicol-SOD.

PFA
Para-formaldehido.

PGH,
Prostaglandina H,,.

PGI,
Prostaciclina.

PI3K
Fosfatidil inositol-3-kinasa.

PK
Protein kinasa.

PKA
Protein kinasa A.

PKB
Protein kinasa B = Akt.

PKC
Protein kinasa C.
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PLD
Fosfolipasa D.

PMSF
Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo.

PPAR
Receptor para el activador de la
proliferaciéon de peroxisomas.

PR
Peso renal.

P/V
Relacién peso/volumen.

PVDF
Fluoruro de polivinilideno.

PVI
Peso de ventriculo izquierdo.

Quer

Quercetina.
Rac-1
Proteina G de bajo peso molecular

Rac 1.

RLU

Unidades relativas de luminiscencia.

ROS
Especies reactivas de oxigeno.

r.p.m.
Revoluciones por minuto.

RS
Reticulo sarcoplasmico.

SBP
Presién sistolica.

SDS
Dodecilsulfato sodico.

SEM
Error estandar de la media

Ser
Serina.

SHR
Rata espontaneamente hipertensa.

SHR-SP
SHR con tendencia a infarto
cerebral.

SNC
Sistema nervioso central.

SOD
Superoxido dismutasa.

SQ 29.548
Antagonista del receptor de
tromboxano/endoperéxido.

TBARs
Substancias reactivas del acido
tiobarbiturico.

TBS-T
Tampoén Tris salino tamponado al
0.1% de Tween 20.

TNF-«
Factor de necrosis tumoral «.

TP
Receptor de
tromboxano/endoperoxido.

tPA
Activador del plasminégeno tisular.
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Tre

Treonina.

TRIS

Tris (hidroximetil) aminometano.

TXA,
Tromboxano A,.

TXB,
Trtomboxano B,.

U
Unidades.

UuDP
Uridin difosfato.

VCAM-1
Molécula de adhesion de las células
vasculares 1.

VEGF
Factor de crecimiento del endotelio
vascular.

WKY
Wystar-Kyoto.

XO
Xantina oxidasa.
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Introduccion.

Introduccion.

1. La Disfuncién endotelial en la hipertension.

1.1 Fisiologia del endotelio.

El endotelio es un tejido de origen mesodérmico constituido por una tnica
capa de células planas que cubren toda la superficie interna del sistema vascular.

En los adultos el endotelio lo forman aproximadamente diez trillones de
células endoteliales, con lo que se puede considerar que forman una especie de
6rgano de un 1 kg de peso. La integridad estructural y funcional de las células
endoteliales es importante en el mantenimiento de la pared de los vasos y de la
funcién circulatoria. El endotelio de ningin modo es un tejido inerte. Como
superficie limitrofe entre dos medios muy distintos, el endotelio es semipermeable
y regula la transferencia de pequefas y grandes moléculas de la sangre a los tejidos,
y en sentido inverso. Las células endoteliales son dinamicas y tienen funciones
tanto metabdlicas como sintéticas. Ademas, ejercen acciones autocrinas,
paracrinas y endocrinas e influyen en las células del musculo liso vascular
(CMLV), plaquetas y leucocitos periféricos.

El endotelio esta constituido por células altamente especializadas y bastante
heterogéneas, ya que su estructura varfa en funciéon del lecho wvascular
considerado. Ademas, no soélo expresan diferentes antigenos de superficie y
receptores sino que pueden generar distintas respuestas al mismo estimulo
(Gallagher y Sumpio, 1997). Incluso células de la misma parte de la vasculatura
pueden tener respuestas variadas. Es importante sefalar que las células
endoteliales cultivadas pueden no reflejar la respuesta encontrada en las mismas
células iz vive, y en particular, las lineas inmortales celulares endoteliales empleadas
en muchos estudios de laboratorio, ya que tienen alterada la expresion de algunas

proteinas clave comparada con las células estudiadas zz vivo (Galley ez al., 2000).
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Las células endoteliales ejercen numerosas funciones biolégicas, entre las que
destacan el mantenimiento de una interfase sangre-tejido no trombogénica, la
regulacion del tono vascular, del flujo sanguineo tisular y de la presion arterial. El
endotelio es indispensable para la homeostasis corporal y en muchos procesos
patolégicos, incluyendo la aterosclerosis, la hipertension, la hipertension
pulmonar, la sepsis y los sindromes inflamatorios, se ha descrito una respuesta
alterada de las células endoteliales. Estas enfermedades estan relacionadas con lo

que se denomina dafio, activacién o disfuncion endotelial.

1.2 Funciones del endotelio.

1.21 Como superficie permeable: transporte a través del endotelio.

El endotelio es una barrera permeable que permite el paso de moléculas y
células de la sangre hacia el intersticio y células subyacentes. Existen mecanismos
especificos de transporte que facilitan el paso de macromoléculas del torrente
sanguineo a través de las células endoteliales hacia el espacio subendotelial para
cubrir las necesidades metabdlicas de las células del tejido circundante (Mann ef @/,
2003). Ademas, el transporte entre células endoteliales (uniones estrechas) actia

como una barrera selectiva a la salida de las moléculas de la circulacion.

1.211 Transporte de glucosa.

Se conoce la existencia de 7 transportadores de glucosa de la familia de
supergenes GLUT, pero s6lo GLUT-1 y GLUT-4 se expresan en las células
endoteliales, siendo GLUT-1 la isoforma mas abundante. La regulaciéon de la
expresion de GLUT-4 es un proceso esencial en la regulacion del transporte de
glucosa y es particularmente importante en la diabetes y la hipoxemia. El principal
tejido endotelial que expresa transportadores GLUT es la barrera hemato-

encefalica; aunque también se han detectado en otras células endoteliales
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localizadas en el cordén umbilical, capilares adrenales, aorta, retina, corazén,

placenta, ojo y testiculos (Mann ez al., 2003).

1.212 Transporte de aminoacidos.

Existen multiples sistemas de transporte para aminoacidos en las células
endoteliales, pero el sistema transportador de aminoacidos catiénicos es quiza el
mads importante, puesto que se utiliza para el transporte de L-arginina, sustrato
para la sintesis de 6xido nitrico (NO). Numerosos estudios han mostrado que las
citoquinas, como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), pueden estimular el
transporte de L-arginina en las células endoteliales, lo que supone un incremento

de la produccién de NO (Bogle ef al., 1995).

1.213 Caveolas.

Las caveolas son invaginaciones de la membrana celular responsables del
transporte transcelular (transcitosis) en células endoteliales (Minshall ez a/., 2003).
La transcitosis via caveola es el principal medio de transporte de albumina a través
del endotelio. La caveolina-1 es una proteina que esta insertada en la superficie
citoplasmatica de la membrana que regula la internalizacién caveolar. En el
endotelio, caveolina-1 regula la via del NO al unirse a la 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS), manteniéndola inactiva (Bucci e al, 2000). Ademas, la
caveolina-1 también esta implicada en las vias de sefalizacion del calcio en las

células endoteliales (Fujimoto, 1993).

1.214 Uniones estrechas.

Son uniones intercelulares importantes para el mantenimiento de la integridad
estructural del endotelio y para el transporte paracelular. Aunque la permeabilidad
vascular depende de 2 vias endoteliales, la via paracelular (uniones estrechas) y la
via transcelular (caveolas), los edemas se desarrollan principalmente como
consecuencia de la disfuncion de estas uniones intercelulares. Un claro ejemplo es

la barrera hemato-encefilica, hecha de células endoteliales altamente
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especializadas cuyas uniones estrechas protegen el sistema nervioso central. Las
uniones entre células pueden funcionar como una puerta que permita el paso
selectivo de moléculas, o como una barrera que lo impida totalmente (Sawada ez
al., 2003). Algunos virus y bacterias patogenas afectan la funciéon de estas uniones
entre células, lo que conduce a enfermedades del sistema vascular (como edemas),
del tracto gastrointestinal (diarreas) y del tracto respiratorio (sindrome del distrés

respiratorio agudo).

1.22 Sobre el tono vascular.

El endotelio es considerado un tejido esencialmente paracrino en relaciéon al
tono vascular, ya que tiene la capacidad de sintetizar mediadores bioldgicos que
modulan el estado de contraccién y/o relajacién del musculo liso adyacente. El
endotelio sintetiza tanto agentes vasodilatadores como agentes vasoconstrictores
(Vanhoutte, 1993; Vane ¢ al, 1990). Dentro de los primeros tenemos NO,
prostaciclina (PGL,) y factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF). El
segundo grupo esta formado por endotelina-1 (ET-1) y productos derivados de la
via de la ciclooxigenasa (COX) como aniones superoxido (O,), tromboxano A,

(TXA,) y prostaglandina H, (PGH,).

1.221 Factores vasodilatadores derivados de endotelio.

En 1980, Furchgott y Zawadzki descubrieron que era necesaria la presencia de
células endoteliales para que se produjese la vasodilataciéon en aortas aisladas de
conejo al ser estimuladas con acetilcolina (ACh). Este hallazgo significé el punto
de partida para el reconocimiento del endotelio como regulador del tono vascular.
Estos autores propusieron que la activaciéon del receptor muscarinico de las
células endoteliales por ACh, de alguna forma activaba una serie de hechos
secuenciales en los cuales el acido araquidénico (AA) (o algin otro acido graso no
saturado) era liberado y oxidado (por la acciéon de la lipooxigenasa (LOX)),
originando el producto responsable de la relajaciéon de las CMLV. En 1981,

-6-



Introduccion.

Furchgott aument6 la lista de factores vasoactivos (substancia P, bradikinina (Bk),
adenin trifosfato (ATP) y el ionéforo de calcio A23187) que causaban relajacion
dependiente de endotelio en arterias aisladas. Posteriormente, se descubrié que
incluso agentes vasoconstrictores como la noradrenalina y serotonina (Cocks y
Angus, 1983) podian estimular a las células endoteliales y liberar la molécula con
capacidad vasodilatadora, a la que al desconocerse su naturaleza quimica se le
denominé factor relajante derivado de endotelio (EDRF) (Angus y Cocks, 1989;
Cherry ez al., 1982; Furchgott, 1981). El hecho en comun para todos los agentes
que estimulaban la liberaciéon de EDRF parecia ser un incremento de los niveles
de calcio en las células endoteliales.

La relajacion del musculo liso vascular en respuesta a una senal iniciada por la
estimulacion del endotelio, es conocida hoy en dia como “relajacion dependiente
de endotelio” y esta relacionada con la liberacién de al menos un EDRF. Los tres
factores vasodilatadores producidos por el endotelio son el NO, la PGI, y el
factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), siendo el principal el NO,
ya que es el unico que ejerce un efecto ténico vasodilatador sobre la pared

vascular.

1.2211 El 6xido nitrico.

El NO es una pequefia molécula gaseosa que actia como mediador en
numerosos procesos biologicos. Se produce a partir del grupo guanidino de la L-
arginina, siendo el otro producto de esta reaccioén bioldgica la L-citrulina. La 6xido
nitrico sintetasa (NOS) es la enzima que cataliza esta reacciéon. Es una
hemoproteina que, ademas del substrato, requiere oxigeno molecular (Leone ez al.,
1991), la presencia de calmodulina (Cam) y cuatro cofactores: nicotinamin adenin
dinucleétido fosfato (forma reducida) (NADPH), flavin adenin dinucleétido
(forma oxidada) (FAD), flavin mononucleétido (forma oxidada) (FMN) y
tetrahidrobiopterina (BH,) (Stuehr, 1997).

En el hombre se han identificado tres isoformas de esta enzima: NOS

inducible (iNOS o NOS-III), NOS neuronal (nNOS o NOS-I) y NOS endotelial
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(eNOS o NOS-II) (Forstermann y Kleinert, 1995; Griffith y Stuehr, 1995). Las
nNOS y eNOS estan expresadas constitutivamente; la iNOS requiere, en la
mayoria de los casos, la presencia de estimulos extracelulares especificos para su
expresiéon y, en contraste con nNOS y eNOS, no necesita un aumento de la
concentracién intracelular de calcio ([Ca®"i) para ser biolégicamente activa. Las
enzimas constitutivas generan pequeflas cantidades de NO, mientras que la
actividad iNOS es aproximadamente 1000 veces mayor. El NO sintetizado por la
via constitutiva participa en procesos fisiologicos o reguladores, mientras que el
NO formado por la via inducible participa en procesos inmunes, inflamatorios y
de lesion celular.

Para que la NOS sea activa, se ha de producir el acoplamiento inverso entre
dos monémeros (Figura 1). Cada monémero a su vez presenta dos dominios, uno
con actividad oxigenasa y otro con actividad reductasa, que actian de manera
independiente. La BH, favorece la formacién de este dimero activo a partir de los
monoémeros de proteina inactiva. El dimero activo contiene lugares de unién para
la L-arginina y la BH,, y el grupo hemo en la porcién N-terminal (dominio con
actividad oxigenasa). En las NOS constitutivas hay ademas lugares para la
fosforilacién por protein kinasas (PK) que regulan su actividad. Existe asf mismo
un lugar de unién a la calmodulina en la parte media, y unas secuencias de unién
al FMN, FAD, y NADPH en la porciéon C-terminal (dominio con actividad
reductasa) (Stuehr, 1997).
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Dimero de eNOS acoplada
(condiciones fisioldgicas)
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Figura 1. Estructura de la eNOS mostrando el acoplamiento entre dos monomeos de la
enzima para formar el dimero activo. El flujo de electrones comienza en la porcion C-terminal
con actividad reductasa, desde el nicotinamin adenin dinucledtido fosfato (NADPH), hacia el
Sflavin adenin dinucledtido (FAD), y el flavin mononncledtido (FNIN), que lleva el electron (¢)
al hierro del grupo Hemo (Fe), en el dominio oxigenasa. Cerca del centro del péptido, se
encuentra una secuencia de union a la calmodulina (Cam), una veg activada por calcio, que
controla el flujo de electrones. 1os iones de ginc (Zn) unidos a la enzima son necesarios para la
Sormacion del dimeroy su estabilizacion. La tetrabidrobiopterina (BH,) parece ser esencial para
el proceso de donacion de electrones del grupo hemo a la L-arginina (Arg) y el O, para formar
dxcido nitrico (NO) y L-citrulina (Citrul) en condiciones fisioldgicas normales.

Existen diferencias en la localizacion celular de las isoformas de 1la NOS. Asi,
la nNOS y la iNOS son enzimas solubles de localizacién citosélica, mientras que
la. eNOS esta unida a membrana. Sowa e 4l (1999), utilizando células
transfectadas con eNOS, demostraron que cerca del 50% del total de eNOS esta

localizado en el interior de la membrana citoplasmatica y el 35% en la del aparato

de Golgi.
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La eNOS sufre modificaciones post-traduccionales en el reticulo
endoplasmatico por adicioén de restos de miristato, y posteriormente en el aparato
de Golgi mediante palmitoilaciéon de residuos de cisteina, que favorecen su
asoclaciéon a microdominios especializados de la membrana plasmatica ricos en
colesterol y esfingolipidos, llamados caveolas. Estas estructuras membranales
estan implicadas en los procesos de transcitosis de macromoléculas, como ya se
coment6 (apartado 1.213). Recientemente, se ha descrito su influencia en la
regulacion de la actividad de la eNOS.

Las caveolas acogen receptores para muchos de los estimulos de la eNOS,
ademas del transportador de L-arginina, la ATPasa dependiente de Ca®* y canales
de Ca*" dependientes de inositol 1,4,5 trifosfato (IP,). También poseen proteinas
que actian como moduladores alostéricos de la eNOS, como la caveolina-1, que
es una protefna caveolar asociada a la eNOS. Estudios 7z witro con células
endoteliales revelan que los dominios N- y C- terminales de la caveolina
interactian directamente con el dominio oxigenasa de la eNOS, inhibiendo su
actividad catalitica (Garcfa-Cardena et al., 1997; Ju e al, 1997). Esta inhibicién se
revierte mediante el aumento del complejo Ca®/calmodulina, al producirse una
mayor unién de éste a la enzima, y mediante la fosforilaciéon inducida por protein
kinasas.

La actividad de las isoformas constitutivas esta controlada por el complejo
Ca®*/calmodulina intracelular, disminuyendo la actividad de éstas en presencia de
quelantes de calcio (Moncada y Palmer, 1990) y antagonistas de calmodulina
(Busse y Mulsch, 1990). Este control se ejerce de dos maneras:

a) La mayoria de los agentes con efecto dependiente de endotelio (ACh, Bk,
Angiotensina I1 (Ang II), substancia P, ATP, estradiol) aumentan la [Ca*']i; este
Ca* se une a calmodulina, y el consiguiente aumento de Ca®*/calmodulina rompe
la interacciéon entre eNOS y caveolina al unirse a la enzima, provocando un
aumento de la actividad enzimatica (Michel ez a/, 1997).

Este incremento de Ca® que se observa cuando se estimula la célula

endotelial con un agonista o por un estimulo mecanico se produce en dos fases.
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a) En la primera, se registra un incremento de Ca®* intracelular libre rapido, en
pico, que viene seguida de una fase de aumento prolongado, en meseta. El primer
aumento de la [Ca*]i se debe a la liberacion del i6n desde el reticulo
sarcoplasmico (RS) (Jaffe ez al, 1987; Buchan y Martin, 1991), y la fase de meseta
se debe a la entrada constante del i6n desde el medio extracelular (Dolor ez /.,
1992). El Ca*" liberado desde el RS condiciona la apertura de distintos canales
i6nicos. Inicialmente se produce una despolarizacion transitoria de la membrana
port salida de CI' (Song y Davis, 1994), que viene seguida de una hiperpolarizacion
por la salida de K. Estas dos corrientes i6nicas facilitan a su vez la apertura de
canales catiénicos no especificos que permiten la entrada constante de Ca®" al
interior de la célula (Mendelowitz ez al., 1992; Bregestovski ez al., 1988; Lansman et
al., 1987). Puede asf considerarse que el Ca®* liberado inicialmente desde el RS
serfa el mensajero intracelular que regularfa la entrada de este i6n desde el exterior.
Por tanto, estos dos procesos, la elevacion citosélica inicial de Ca’" causada por la
salida masiva del i6n desde el RS, y su entrada constante desde el medio
extracelular, son esenciales para la sintesis de NO.

b) La activacion de la eNOS por fuerzas de cizallamiento (principal estimulo
fisiologico que controla la sintesis de NO endotelial en los vasos de resistencia) y
por contracciéon isométrica de las arterias, se produce en ausencia de variaciones
de la [Ca®"]i (Fleming ez al., 1999; Ayajiki et al., 1996). Este proceso esta regulado
por canales de K' y se previene por inhibicion de tirosin kinasa, lo que indica que
se requiere fosforilacién de residuos de tirosina en la eNOS (Ayajiki ef af., 1996).
Sin embargo, la dependencia de fosforilaciéon de tirosina no se limita a
mecanismos independientes de Ca®" puesto que también es necesaria para la
activacion de la eNOS por agonistas dependientes de Ca**, como el estradiol y el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Chen e al, 1999a ;
Papapetropoulos ¢ al., 1997).

Ademas de la regulacién por calcio y por la fosforilaciéon de residuos de
tirosina, multiples protein kinasas modifican la actividad de la eNOS mediante la

fosforilacion de la serina (Ser) en posicion 1177. Entre estas kinasas se incluyen la
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protein kinasa activada por AMP, protenin kinasa C (PKC), protein kinasa
dependiente de AMPc (PKA) y serin/treonin kinasa Akt, también conocida por
protein kinasa B (PKB). Los factores que activan la eNOS a través de la
fosforilacion de la Ser 1177 mediada por PKB son el estradiol (Hisamoto ef 4/,
2001), el VEGF (Fulton e al., 1999) y el factor de crecimiento similar a la insulina-
1 Michell ez al., 1999). Para ello actian como intermediarias la protein kinasa Akt,
y la proteina de choque calérico 90 (HSP90). Por el contrario, la fosforilacién de
la treonina (Tre) en posicion 497 atenta la actividad eNOS (Chen e a/, 1999c).
Estudios recientes demuestran que las sefales a través de la PKA conducen a la
fosforilaciéon de Ser 1177 y la defosforilacion de Tre 497, lo que aumenta su
actividad enzimatica, mientras que la PKC promueve la defosforilacién de la Ser
1177 y la fosforilaciéon en la Tre 497 reduciéndose la actividad eNOS.

En definitiva observamos cémo la actividad eNOS esta regulada por una
compleja combinaciéon de interacciones entre proteinas, y cascadas de
transduccién de sefiales que implican movilizacion de calcio y fosforilacion de

diversos residuos aminoacidicos (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de senalizacion en la eNOS. La eNOS estd formada por dos dominios
proteicos, uno con actividad oxigenasa y otro reductasa, conectados por una union flexible. 1a
transferencia electrinica (ver Figura 1) es controlada por la union dependiente de calcio de la
calmodulina a un lugar especifico en la union flexible. El dominio oxigenasa es el centro
catalitico donde se forma el oxido nitrico (NO) mas citrulina (Citrul), al unir la 1-arginina (I-
Arg), grupo hemo, y tetrabidrobiopterina (BH,) con O,. Para que se dé la produccion dptima
de NO, se requiere: a) La localizacion de la eNOS en la caveola (microinvaginaciones de la
membrana plasmitica). La eNOS debe sufrir una wmiristoilacion post-transduccional en el
reticnlo endoplasmatico, que la dirige al aparato de golgi donde sufre dos palmitoilaciones para
anclarse finalmente en la caveola. b) La caveolina-1, principal proteina de union en la caveola,
interacciona con la eNOS inbibiéndola. Para activar la eNOS, debe romperse esta interaccion.
¢) La calmodulina (Cam) es un activador alostérico esencial de la eNOS. La Cam, que es
activada por calcio proveniente del exterior celular o del reticulo sarcoplasmico (RS), que estimula
a su vex la entrada de calcio extracelular, al unirse a su Ilugar de union especifico entre los
dominios de la enzima, aumenta la transferencia electronica de un dominio a otro. d) La
actividad de la eNOS estd regulada por la fosforilacion del residuo de serina 1177 (Ser 1177).
Para esto se necesita la tirosin kinasa Akt y la proteina de chogue calorico 90 (Hsp90). La
Hsp90 actiia como paso intermedio entre la eNOS y PKB/ Akt. La fosforilaciin del residuo de
Treonina 497 (Tre 497), por ejemplo por protein kinasa C (PKC) inactiva a la enzima. ¢) La
union del substrato 1.-Arg al centro catalitico puede ser inhibida por el antagonista competitivo
endageno dimetil arginina asimétrica (ADMA). f) La tetrabidrobiopterina es un cofactor
esencial. Su disminucion puede ocasionar el desacoplamiento de la enzima (Figura 5), y asi la
produccion de O, en lugar de NO. g) Aungue e/l NO se produzca adecuadamente, puede ser
rapidamente inactivado por el O, sobre todo en sitnaciones de alto estrés oxidativo, formando
peroxinitrito (ONOQ), potente agente proosxidante. (-) :nhibicion. (+) :Activacion.
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A diferencia de lo que ocurre con las isoenzimas constitutivas de la NOS, la
actividad iNOS es independiente de [Ca*]i. Aunque la iNOS contiene un lugar de
unién para el complejo Ca*'/calmodulina, la afinidad tan elevada de este lugar por
su ligando hace que la iNOS se active incluso cuando existen valores muy bajos de
[Ca®"]i, como en condiciones de reposo.

Los estudios realizados hasta el momento sugieren que el NO sintetizado en
una célula determinada no ejerce su respuesta bioldgica principal en las células de
origen, sino en células diana cercanas. Por lo tanto, de acuerdo con las
propiedades fisicoquimicas, el NO sintetizado en las células endoteliales
vasculares, difunde rapidamente fuera de éstas hasta el interior de las CMLV
adyacentes. Una vez en el citoplasma de éstas, provoca la activacion de la
guanilato ciclasa soluble (GCs), aumentando los niveles intracelulares de guanosin
monofosfato ciclico (cGMP) sintetizado por ella, y por consiguiente conduciendo
a la vasodilatacién (Moncada y Higgs, 1991; Martin ez al., 1988).

El ¢GMP formado actia ocasionando una disminucién de la [Ca®']i
(Johansson y Hayness, 1992; Nakashima ez a/, 1986). E1 cGMP provoca la
activacion de la ATPasa dependiente de Ca®* del RS (Cohen ez a/, 1999; Khan ez
al., 1998) y de la membrana celular (Barnes y Liu, 1995), la activaciéon de la
ATPasa Na' /K" (Tamaoki ef al., 1997), el cietre de canales de Ca®* tipo L. (Ruiz-
Velasco ¢t al., 1998) y la inhibicién de la liberacion de Ca®* desde el RS inducida
por IP; (Schlossmann ef al, 2000; Ji et al, 1998). Ademas de todos estos
mecanismos que reducen la [Ca™],, el cGMP es capaz de unirse a los canales de
K"y producir su activacion, y puede también inhibir la fosfodiesteresa de AMPc,
prolongando la vida bioldgica de este compuesto (Lincoln, 1989). También se ha
descrito la disminucién de la sensibilidad al Ca** de las proteinas contréctiles tras
la activacion de la via del cGMP (Karaki ez 2/, 1997). Todos estos efectos del
c¢GMP producen la relajacién de las CMLYV, y por tanto la vasodilacion (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de produccion de NO en la célula endotelial y mecanismo de accion de
éste en las células del miisculo liso vascnlar (CMLV) mediado por guanilato ciclasa. La
activacion de receptores endoteliales (como por acetileolina, bradikinina, substancia p...) produce
un aumento en la entrada de calcio (Ca °*) por canales especificos, lo que se traduce en un
incremento de la concentracion de inositol trifosfato (IP;). El IP; causa la liberaciin de
Ca *"desde el reticulo endoplasmatico (RE). Este anmento intracelular de Ca **activa a la
Calmodulina (Cam), que a su vez activa a la dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), que a
partir de L-arginina (1-Arg) produce éxido nitrico (NO). EI NO sale por difusion pasiva de
la célula endotelial y entra de ignal forma en célula del misculo liso vascular(CMILV), donde
activa a la guanilato ciclasa soluble (GCs). Se forma asi guanosin monofosfato ciclico (¢GMP) a
partir de guanosin trifosfato (GTP). El cGMP puede disminnir la actividad de fosfodiesterasas
(PDE), con lo que aumenta la concentracién de adenosin monofosfato ciclico (eAMP) al no ser
degradado por éstas. EI cGMP puede activar diversas protein kinasas (PK), lo que cansa la
disminucion de la concentracion intracelular de Ca*" (|Ca’"Ji), debido a la inbibicion de su
entrada por canales tipo 1. de Ca’*, a su mayor salida mediante el intercambiador Na*/Ca **
y a su mayor acumulacion en el reticulo sarcoplasmico (RS). El cGMP también activa canales
de K estimulando su salida. Todos estos efectos del cGMP tendentes a reducir la [Ca *" i,
producen la relajacion de la fibra muscular, y con ello, la vasodilatacion.
(-) :Anbibicion. I :Aumento: l :Disminucion.
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1.2212 Prostaciclina.

La PGI, fue el primer EDRF que se identificé. Se caracterizé en tiras de tejido
adrtico a mediados de los afios sesenta, como una sustancia capaz de inhibir la
activacion y la agregacion plaquetaria y producir vasodilatacion (Moncada ez /.,
1976).

La PGI, se sintetiza fundamentalmente en las células endoteliales vasculares a
partir del AA mediante la accién del complejo enzimatico COX-PGI, sintetasa.
También se sintetiza en CMLV y plaquetas, donde contribuye a regular el estado
de agregacion plaquetaria. Parte de la accion de la PGI, se debe a su unién a
receptores especificos en la superficie de las CMLV que se encuentran acoplados a
través de proteinas G a la adenilato ciclasa, lo que conduce a un aumento de los
niveles intracelulares de cAMP (adenosin monofosfato ciclico) y a la consiguiente
relajacién del musculo liso (Vanhoutte, 1993; Furchgott y Vanhoutte, 1989; Hajjar
et al., 1982; Gorman ez al., 1977; Best ef al., 1977). Entre los factores que estimulan
la sintesis y liberacién de PGI, estan la Ang 11, la ACh o la Bk, asi como productos
derivados de las plaquetas como la serotonina y el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF).

El NO y la PGI, actian de forma sinérgica para producir tanto la relajacion de
las fibras de musculo liso vascular como para inhibir la agregacion plaquetaria
(Moncada y Vane, 1978). En arterias coronarias porcinas, la PGI, estimula la
liberaciéon e incrementa la actividad relajante del EDRF; sugiriéndose que la
estimulacién de esta via del cAMP, en las CMLV, aumenta la sensibilidad al NO
(Shimokawa ef al., 1988). Sin embargo, el NO inhibe la produccion de PGI, en

células endoteliales adrticas bovinas cultivadas (Doni ¢7 a/., 1988).

1.2213 Factor hiperpolarizante derivado de endotelio.
En diversos vasos sanguineos, las relajaciones dependientes de endotelio
pueden estar acompanadas por una hiperpolarizaciéon de las CMLV (Feletou y

Vanhoutte, 1988; Taylor ¢z a/., 1988; Chen ez al., 1988; Huang ez al., 1988; Bolton ez

al., 1984). Estas hiperpolarizaciones y relajaciones dependientes de endotelio
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pueden ser parcial o totalmente resistentes a inhibidores de COX y NOS (Nagao y
Vanhoutte, 1992; Garland y McPherson, 1992), y pueden suceder sin un
incremento de nucleétidos ciclicos en las CMLV (Mombouli ¢7 a/., 1992; Cowan y
Cohen, 1991; Taylor et al, 1988). Por lo tanto, la existencia de una via adicional
relacionada con la hiperpolarizaciéon del musculo liso se atribuyé a un factor
endotelial no conocido denominado FHDE (McGuire ef a/., 2001).

En general, 1a hiperpolarizaciéon del musculo liso produce vasodilataciéon por la
disminucién en la apertura de canales de Ca®" voltaje-dependientes y de la
concentracion intracelular de fosfatidil inositoles, reduciendo asi la [Ca**]; (Nelson
et al., 1990). E1 EDHF esta normalmente inhibido por el NO, de forma que
cuando la sintesis de éste dltimo esta alterada por enfermedades cardiovasculares,
la producciéon y/o funcién del EDHF debe estar incrementada (Nishikawa ez af.,
2000; Bauersachs e al, 1996). Sin embargo, hay también estudios que no
confirman esta teorfa en alteraciones patoldgicas como hipertension y diabetes.
El EDHF juega un papel mas importante en pequefias arterias de resistencia de
animales (Woodman ¢z al., 2000; Hwa ef al., 1994; Zygmunt ez al., 1994) y humanos
(Honing et al., 2000; Urakami-Harasawa e7 al., 1997) que en arterias de conduccion
y por lo tanto, modula la presion arterial sistémica.

La naturaleza quimica del EDHF ain no ha sido definitivamente establecida.
Entre los posibles candidatos se encuentran los productos no-prostanoides
derivados del metabolismo del AA, entre los que podemos citar productos de la
lipooxigenasa (Hu y Kim, 1993; Kurachi ¢z a/, 1989), o productos del citocromo
P450, concretamente el acido epoxieicosatrienoico (Campbell ¢z a/, 1996; Cohen y
Vanhoutte, 1995; Vanhoutte, 1993; Gebremedhin ez a/, 1992). También se ha
propuesto como EDHF un ligando enddgeno de los receptores de cannabinoides,
la anandamida (Randall y Kendall, 1998), a los iones K* (Edwatds 7 a/, 1998) y al
peroxido de hidrégeno (H,O,) (Shimokawa y Matoba, 2004). Recientemente se ha
identificado el péptido natriurético tipo C como FHDE, aunque su importancia es

mayor que la de un factor hiperpolarizante puesto que existen evidencias de su
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efecto inhibitorio sobre el reclutamiento de leucocitos, la agregacién plaquetaria y

la proliferacién de CMLV (Ahluwalia y Hobbs, 2005).

1.222 Factores contractiles derivados de endotelio.

Los principales agentes vasoconstrictores producidos por el endotelio son la

ET-1 y los metabolitos derivados del AA, como el TXA, y la PGH,.

1.2221 Endotelina-1.

La endotelina (ET) es un péptido producido por las células endoteliales, con
marcados efectos sobre el tono vascular. Existen 3 tipos de ET, pero las células
endoteliales producen sé6lo ET-1 (Inoue, 1989). Sin embargo, los receptores de
ET estas distribuidos por todo el organismo y ademas de causar vasoconstriccion,
la ET tiene efectos pleiotrépicos en tejidos no vasculares. La ET-1 ejerce acciones
vasoconstrictoras a través de la estimulacion de los receptores ET, de las CMLV y
acciones vasodilatadoras a través de la estimulacion del receptor ETy en las células
endoteliales. Sin embargo, los receptores ET} también contribuyen a la
vasoconstriccion en algunos territorios vasculares (Gardiner ef al., 1994, Teerlink e#
al., 1994). Ademas de estos efectos, la ET-1 promueve la proliferaciéon de las
células del endotelio, de las CMLYV vy de fibroblastos. Esto se traduce en cambios
estructurales debido a su efecto en la pared vascular (Golfman ez 4/, 1993; Bobik ez
al., 1990; Simonson ez al., 1989; Hirata e# al., 1988).

La produccién de ET-1 por las células endoteliales esta regulada en el proceso
de sintesis del péptido, pero no en su liberacién, ya que la célula endotelial no
tiene granulos de reserva donde la ET-1 sea almacenada y posteriormente
liberada. Sin embargo, existen indicios de que la ET-1 preformada puede
almacenarse en las células endoteliales, aunque probablemente no en granulos.
Los mecanismos de liberacion de esta ET-1 almacenada no se conocen bien.

La expresion del gen de ET-1 se estimula por factores como adrenalina, Ang
II, vasopresina, insulina, trombina, glucosa, citokinas, factores de crecimiento y

estimulos fisicos. Existe una implicaciéon de la PKC Ca2+—dependiente en dicha
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estimulacién, inhibiéndose la expresion de la ET-1 en presencia de inhibidores de
PKC y quelantes de calcio (Emori ez al, 1991). Otros factores que también
disminuyen la expresiéon del gen de la ET-1 son el NO (Warner e al., 1992;
Boulanger y Luscher, 1990b), los péptidos natriuréticos (Emorti ez al., 1993; Kohno
et al., 1992), que elevan el cGMP y disminuyen la actividad de PKC, y la heparina
(Imai e# al., 1993; Yokokawa ef al., 1993). Por otra parte, el factor fisiologico que
desempefia el papel mas importante para la regulaciéon de la producciéon y
liberaciéon de ET-1 es el cambio de flujo sanguineo. El aumento de flujo
sanguineo promueve vasodilataciéon activando receptores de células endoteliales
con liberaciéon de NO y disminucién en la producciéon y liberacion de ET-1

(Kuchan y Frangos, 1993; Miller y Burnett, 1992).

1.2222 Tromboxano A, y prostaglandina H,.

Otros factores vasoconstrictores derivados de endotelio son algunos
metabolitos del AA como el TXA, o un endoperdxido ciclico inestable, la PGH,,
con el que comparte receptor. La COX cataliza la formaciéon de endoperdxidos
ciclicos tales como prostaglandina G, (PGG,) y PGH, por oxigenacién y ciclacién
del AA. La conversion de esta tltima en otros compuestos puede variar en los
diferentes tejidos. En el endotelio vascular a partir de la PGH, se forma sobre
todo PGI,, que tiene actividad vasodilatadora ademas de antiagregante plaquetaria.
En los sujetos hipertensos estos pasos metabolicos pueden estar alterados,
existiendo un incremento en la produccién de PGH,, que tiene actividad
vasoconstrictora, y que puede asi mismo convertirse en otro compuesto
vasoconstrictor, el TXA,. Ambos, el TXA, y la PGH, ejercen su efecto al
interaccionar con el receptor de tromboxano/endoperdxido (TP) situado en las
CMLV.

La producciéon de metabolitos derivados de la COX se ha estudiado en
numerosos modelos experimentales. En arterias de ratas espontineamente
hipertensas (SHR) y en animales diabéticos, se ha demostrado que la estimulacion

de receptores muscarinicos de la membrana endotelial con ACh, provoca un
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incremento de la [Ca™i, lo que tiene dos consecuencias. Primero, la actividad
eNOS se incrementa y el NO formado difunde a las CMLV subyacentes, tal como
se explicé (apartado 1.2212). Segundo, el aumento de la [Ca*']i también estimula la
produccién de O, por fuentes aun no identificadas. Dependiendo de la cantidad
de NO que reaccione con O, (Rubaniyi y Vanhoutte, 1986), una mayor o menor
cantidad de O, puede difundir fuera de la célula endotelial. El O, intracelular,
aunque también el extracelular, estimula la COX-1 para transformar el AA en
endoperdxidos que difunden hacia las CMLV provocando contraccion

(Vanhoutte ez al., 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de los mecanismos que desembocan en relajacion o
contraccion de las células del miisculo liso vascular. La activacion del receptor (R) en la célula
endotelial (CE) por el ligando (L) adecuado en cada caso (acetileolina, bradikinina, ATP...),
acaba desencadenando un aumento de la concentracion intracelular de calcio (/Ca’*Ji), al
liberarse éste del reticulo endoplasmico (RE) o entrar en la célula mediante canales 1. de calcio.
Se inician asi tres procesos conducentes a producir relajacion de las células del nrisculo liso
vasenlar (CMLV). a) EL Ca’* se une a la calmodulina (Cam), con lo que activa la eNOS y se
produce, desde L-arginina (1-Arg), NO que difunde a las células del miisculo liso vascular
(CMLY) adyacentes, activando la Guanilato ciclasa soluble (GCs), que a partir de GTP
sintentiza ¢GMP, el cual, mediante diversos procesos (Fignra 3) disminuye la [Ca’" Ji en las
CMLY . b) El Ca* también activa, probablemente a través del Citocromo P-450 (aunque
este proceso no estd claro), la sintesis del Factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF)
a partir de Acido araguidinico (AA). El EDHF activa canales de K'en la CMLV,
produciendo hiperpolarizacion celular, y contribuyendo asi a reducir la [Ca’" Ji. ¢) También desde
el AA, gracias a la Ciclooxigenasa 1 (COX-1), se sintetiza Prostaciclina (PGL,), que en las
CMLYV activa a la Adenilato ciclasa (AC), formdndose desde el precursor ATP, cAMP, que
también contribuye a la reduccion de la [Ca’ Ji, y asi, a la relajacion muscular. Paralelamente,
puede formarse anion superixido (O,) en las CE (principalmente por accion de diversas
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engimas, como INADMP)H  oxidasa, eNOS  desacoplada, Xantina —oxidasa(X0),
Lipooxigenasa (1.O), o en la cadena respiratoria de las mitocondrias). EI O, puede activar la
COX-1 para transformar el AA en endoperixidos (EPS), que actuando en las CMLV" sobre
los receptores de tromboxano/ endoperixidos (R-TP), causan un anmento en la |Ca’"Ji de la
célnla muscular, lo que lleva a la contraccion. Un exceso de O, puede reaccionar con e/ NO,
disminnyendo asi sus efectos relajantes, y formando peroxinitrito (ONOQ)), un potente agente
oxidante. l:Dz'smz'ﬂmz'o’n. I 2Aumento.

1.23 Sobre 1a hemostasia y coagulacion.

El endotelio participa en el mecanismo de la coagulacion mediante la
liberacioén de agentes como el factor tisular, que inicia la cascada de coagulacion y
actia como un receptor celular para la activaciéon del factor VII; el factor VIII,
que es un cofactor que se une al factor IX activado y la trombomodulina, a la que
se une la trombina para poder activar a la proteina C que actia como
anticoagulante.

En condiciones normales, el endotelio manifiesta una importante actividad
anticoagulante, antiagregante plaquetaria y fibrinolitica que permite el
mantenimiento de la fluidez sanguinea y evitar problemas trombéticos. Asi, la
liberacion endotelial de NO y PGI, inhibe la adhesién y la agregacion plaquetaria
a través del aumento respectivo de la concentracién intraplaquetaria de cGMP y
cAMP. Ademas, las células endoteliales producen ectonucleotidasas, que son
enzimas que defosforilan adenosin difosfato (ADP), que es un agente
proagregante, a AMP y luego adenosina, inhibiendo la agregacién plaquetaria
(Marcus ef al., 1997). Asimismo el endotelio participa en la fibrinolisis al sintetizar
el activador del plasminégeno tisular (tPA), que cataliza el paso de plasmindgeno a
plasmina.

Sin embargo, el endotelio también posee actividad proagregante,
protrombotica y antifibrinolitica mediada por el factor de von Willebrandt, el
TXA,, la fibronectina, el factor V y el inhibidor del tPA (Galley y Webster, 2004,
Landmesser ez al., 2004).
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1.24 Sobre la angiogénesis.

La angiogénesis es el proceso por el cual se desarrollan nuevos vasos
sanguineos a partir de un lecho vascular preexistente. Comienza por la activacion
de las células endoteliales bajo la acciéon de una serie de citokinas y de otros
mediadores fisiologicos. Entre los factores de crecimiento promotores destaca el
VEGTF. Otros mediadores solubles de la angiogénesis son el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el NO. Como respuesta a la sefial angiogénica,
las células endoteliales comienzan a proliferar. Tras esto, se produce la sintesis y
liberacién de una serie de enzimas degradativas. Ia accion degradadora producida
por estas enzimas esta implicada en, al menos, 3 pasos del proceso angiogénico, la
degradacion de la membrana basal, la migracion celular y la formacion del lumen

vascular (Conway ef al., 2001; Ziche y Morbidelli, 2000).

1.3 La disfunciéon endotelial.

1.31 Definicién y concepto.

El endotelio juega un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis
circulatoria. Esto se debe a que este tejido responde a sefiales quimicas y
hormonales, asi como a cambios hemodinamicos producidos por modificaciones
en el flujo sanguineo, con la liberacién de mediadores que modulan la respuesta
de las fibras de la musculatura lisa vascular, las plaquetas y los leucocitos. Pero en
situaciones patologicas, sus funciones pueden alterarse y no responder
adecuadamente a las necesidades organicas.

La disfuncién endotelial puede definirse como el desequilibrio entre la sintesis,
liberaciéon o efecto de los factores endoteliales vasodilatadores y el de las
substancias vasoconstrictoras que pueden sintetizarse en las células de este tejido.

Este desequilibrio se manifiesta en una reduccién de la respuesta vasodilatadora
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dependiente de endotelio, o con una mayor respuesta vasoconstrictora. Hay, no
obstante, que tener en cuenta que cuando existe un deterioro endotelial pueden
ademas afectarse otras funciones de este tejido, y puede facilitarse la interaccion
de las plaquetas y los leucocitos con la pared vascular, asi como el crecimiento y la
migracion de las CMLV (Endemann y Schiffrin, 2004). Por tanto, en una
definicién mas amplia de disfuncién endotelial, se incluirfa no sélo una capacidad
vasodilatadora disminuida sino también un estado proinflamatorio 'y
protrombotico asociado a la misma (Figura 5).

Hoy se sabe que la disfuncion endotelial desempefia un papel importante en la
patogénesis de la aterosclerosis y que es un marcador precoz de dafio vascular
anterior a que los cambios estructurales de la pared de los vasos se hagan patentes

mediante angiografifa o ultrasonidos (Davignon y Ganz, 2004).
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* Hipertension ¢ Aterosclerosis ® Hiperhomocisteinemia
¢ Tolerancia a nitratos ® Insuficiencia cardiaca ¢ ADMA e Diabetes
* Hipercolesterolemia * Fumadores * Angiotensina II * Endotelina 1

+)

Xantina oxidasa NAD(P)H oxidasa eNOS desacoplada

¢Otras fuentes?

Estrés oxidativo

NO

e

1 Biodisponibilidad de NO

Remodelado vascular «~—| Disfuncién endotelial ™~ Proliferacion de CMLV

~ l ™~

Menor capacidad vasodilatadora

Agregacion plaquetaria Inflamacién vascular

Figura 5. Mecanismos causantes de la disfuncion endotelial inducida por estrés oxidativo en las
enfermedades  cardiovasculares.  Distintos — agentes, como  enfermedades  cardiovasculares
(bipertension, insuficiencia cardiaca, aterosclerosis), factores de riesgo (hipercolesterolemia, fumar,
tolerancia a nitratos, diabetes, dimetil arginina asimétrica (ADNMA), hiperhomocisteinenia) y
agentes vasoconstrictores (angiotensina 11, endotelina 1), pueden activar diferentes sistemas
enzimaticos, como la NAD(P)H oxidasa vascular, la xantina oxidasa, o la eNOS
desacoplada, que producen un potente agente oxidante y precursor de otros oxidantes, el anion
superdxido (O,), generando asi un estrés oxidativo (altas concentraciones de especies reactivas de
oxcigeno (ROS), entre ellas O,, peroxinitrito (ONOQ), radicales lipidicos (LOO ~ y L.O ") o
radical hidroxilo (OH) principalmente), que disminnye la  biodisponibilidad del agente
vasodilatador dxido nitrico (NO) al aumentar su degradacion por las ROS. Esto produce la
denominada  disfuncion endotelial, donde se observa un estado vascular proinflamatorio,
proagregante plaguetario y con alteracion en el tono vascular, debido a que se produce un
remodelado  vascular, un anmento de la agregacion plaguetaria, inflamacion vascular, la
proliferacion  de  células del miisculo  liso vascular (CMLV') y wuna menor capacidad
vasodilatadora (a través de mecanismos que se detallarin mas adelante) La disfuncion endotelial
también mantiene, agrava y probablemente influye en el desarrollo de esas patologias
cardiovasculares. l :Disminncion. (+) :Activacion.
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1.32 Enfermedad cardiovascular y disfuncién endotelial.

La disfuncién endotelial en la hipertension humana se describié por primera
vez en la vasculatura del antebrazo en 1990 (Panza ef al, 1990a). La pérdida de
vasodilataciéon dependiente de endotelio en la hipertension se ha confirmado en
numerosos estudios realizados en diferentes lechos vasculares, incluyendo los
pequefios vasos de resistencia (Park ez a/, 2001a,b; Schiffrin ez al, 2000). En
pacientes con hipertensién esencial en estado I, se ha demostrado que
aproximadamente el 60% exhiben pérdida de vasodilatacion en arterias pequefas
cuando se estudia este hecho zz witro en vasos diseccionados de biopsias
subcutaneas gluteales (Park ez a/, 2001a,b). Se sabe que la disfuncién endotelial se
produce con independencia de si la etiologfa es derivada o consecuencia de
factores etiologicos renales o endocrinos (Rizzoni ez al., 1998).

La hipertension tiene una influencia directa en la funcidén vascular,
independientemente de otros factores de riesgo cardiovasculares. Ward e/ al.
(2004) estudiaron la presion arterial ambulatoria durante 24 horas y la funcién del
musculo liso y del endotelio de arterias braquiales en pacientes hipertensos y
normotensos. La presion arterial estaba inversamente relacionada con la respuesta
vasodilatadora mediada por flujo.

La disfuncién endotelial no parece que se dé en pacientes hipertensos de “bata
blanca” de mediana edad sin otros factores de riesgo cardiovascular
(Pierdomenico et al, 2002). La hipertrofia ventricular izquierda asociada a la
hipertension, tiene un efecto negativo adicional sobre la funciéon endotelial (Ercan
¢t al., 2003). En un subestudio del LIFE (Olsen e7 a/., 2004), pacientes hipertensos
con hipertrofia ventricular izquierda diagnosticada electrocardiograficamente, sin
enfermedad arterial coronaria, tenfan alterada la funcién vasodilatadora en la
circulacién coronaria y no coronaria.

Recientemente, Nishizaka e 2/ (2004) demostraron que la aldosterona puede
causar disfuncién endotelial en pacientes con hipertension resistente

independientemente de presién arterial alta. De hecho, la espironolactona
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aumento6 la vasodilatacion mediada por flujo a pesar de no reducir la presion
arterial.

El deterioro de la vasodilatacion se ha descrito también en otras enfermedades
cardiovasculares: en la diabetes tipo I (Beckman ez a/, 2003) y tipo 1I (Endemann
et al., 2004; Schofield e al, 2002; Rizzoni e al, 2001), en la enfermedad arterial
coronaria (Monnink e al, 2002), en la insuficiencia cardiaca congestiva
(Landmesser e al., 2002) y en la insuficiencia renal cronica (Yildiz ez al., 2003;
Bolton ez al, 2001; Thambyrajah ez al, 2000). Ademas, esta manifestacion de la
disfuncién endotelial no sélo es consecuencia de la enfermedad cardiovascular
sino que también podria preceder a su desarrollo, como muestra un estudio en
descendientes de pacientes hipertensos (Taddei e al, 1996); los sujetos estudiados
presentaron disfuncién endotelial a pesar de ser normotensos. También, en
pacientes con diabetes tipo II, normotensos y normoglucémicos, se relacioné la
disfuncién endotelial con la resistencia a la insulina (Balletshofer e7 a/., 2000).

Finalmente, se ha demostrado la existencia de disfuncién endotelial en el
sindrome metabdlico y en la dislipidemia (Engler e a/, 2003), y podria asociarse a
la obesidad (Raitakarti e# al., 2004), la hiperhomocisteinemia (Virdis ez al, 2001), la
vida sedentaria (Green ef al., 2003) y el habito tabaquico (Oida ez a4/, 2003), en

ausencia de enfermedad cardiovascular patente.

1.33 Fisiopatologia de la disfuncién endotelial.

La fisiopatologia de la disfunciéon endotelial es compleja. El endotelio es el
principal regulador de la homeostasis y ejerce un gran numero de efectos
vasoprotectores como la vasodilatacion, la inhibicién de la respuesta inflamatoria
y de la agregacion plaquetaria, y la inhibiciéon de la proliferacion de CMLV. La
disfuncién del endotelio, por tanto, causa reducciéon o abolicién de estos efectos
vasoprotectores. Los factores que conducen a la menor vasodilataciéon son,
principalmente, una reduccion en la produccion de NO, un incremento del estrés

oxidativo, una disminuciéon de la disponibilidad de NO y una disminucién del
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FHDE. La respuesta inflamatoria se inicia por una regulacién al alza de moléculas
de adhesion, generaciéon de quimiokinas y produccion del inhibidor del tPA, lo
que también conduce a un estado protrombodtico. Los niveles de dimetilarginina
asimétrica (ADMA), péptidos vasoconstrictores como la Ang II y ET-1 y la
hiperhomocisteinemia, hipercolesterolemia e hiperglucemia también contribuyen a
la disfuncién endotelial. Como el conjunto de mecanismos de disfuncion
endotelial es complejo, analizaremos algunos de los factores comunes en la

mayoria de las condiciones patolégicas.

1.331 Oxido nitrico.

El tono vascular se mantiene mediante la liberacién endotelial de substancias
vasodilatadoras y vasoconstrictoras (Davignon y Ganz, 2004), siendo el NO el
principal agente vasodilatador. Ademas de actuar como vasodilatador, inhibe la
proliferaciéon celular y la inflamacién, y tiene efectos antiagregantes sobre las
plaquetas.

Ya se dijo que la caracteristica esencial de la disfunciéon endotelial es la pérdida
de vasodilataciéon dependiente de endotelio (apartado 1.31), lo que se relaciona
con una disminuciéon de NO. Esta disminucion puede deberse a una reducida
expresion y/o actividad de la eNOS (consecuencia de inhibidores endégenos o
ex6genos o una reduccion en la disponibilidad de su substrato, L-arginina) y asi a
una disminuida biodisponibilidad de NO.

La expresion de la eNOS se ha estudiado en modelos animales de
hipertensién. Sin embargo, los datos publicados sobre la regulacion de la
expresion de la eNOS vascular en SHR son dispares; se ha descrito tanto una
disminucién (Chou e al, 1998) como un incremento de la expresiéon de la
proteina eNOS (Piech ez al., 2003; Vaziti et al., 1998) con respecto a sus controles
normotensos Wistar Kyoto (WKY).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) reaccionan con el NO, disminuyendo
asi su cantidad disponible, y formando peroxinitritos (ONOO") (Koppenol ez 4/,

1992), oxidantes citotoxicos que a través de la nitracién de proteinas afectaran a su
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funcién y por tanto a la funcién endotelial. Los ONOO™ son importantes
mediadores de oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), acentuando su
papel aterogénico (Griendling y Fitzgerald, 2003). Ademas, conducen a la
degradacion del cofactor de la eNOS, BH,, (Milstien y Katusic, 1999) lo que lleva
a un “desacoplamiento” de la enzima, como se tratara posteriormente. Mediante
el uso de un catalizador de descomposicion de ONOO', FP15, se pudo prevenir la
disfunciéon endotelial y cardiaca en ratones diabéticos (Szabo ez al, 2002). El
exceso de oxidantes también produce una reduccion de la BH, con el consiguiente
incremento de dihidrobiopterina (BH,). Cuando esto ocurre, la formacion del
dimero activo de la eNOS con actividad oxigenasa y la formacién de NO esta
limitada (desacoplamiento de la eNOS). La funcién reductasa de la eNOS se ve
aumentada y se forman mas ROS, mayoritariamente O,, con el consiguiente
aumento de estrés oxidativo y deterioro de la funcién endotelial y vascular
(Landmesser e7 al., 2003).

El estrés oxidativo esta unido al estado proinflamatorio de la pared de los
vasos, ya que las ROS regulan al alza las moléculas de adhesiéon (moléculas de
adhesion a las células vasculares [VCAM-1], moléculas de adhesion intercelular
[ICAM-1]) y quimiotacticas (proteina quimiotactica de monocitos-1 [MCP-1])
(Griendling y FitzGerald, 2003). La inflamacién disminuye la biodisponibilidad del
NO, de hecho, se ha demostrado que la proteina C reactiva reduce la actividad de
la eNOS (Venugopal e al., 2002; Verma e al., 2002).

Los nuevos avances en la regulacion de la funciéon endotelial se centran en el
estudio de las caveolas y caveolinas y su participaciéon e importancia en la
regulacién de la eNOS. Se ha sugerido que la causa de la disfuncién endotelial e
hipertensién inducida por ciclosporina-A puede ser una disminuciéon del
contenido de colesterol en la caveola, puesto que el tratamiento de células
endoteliales adrticas bovinas con colesterol bloquea el efecto de la ciclosporina y
restablece la funcionalidad de la eNOS (Lungu e a/, 2004). Sindhu e al. (2004)
encontraron que el fallo renal crénico inducfa un aumento en caveolina-1 del

tejido adrtico renal y hepatico, acompafiado de disfuncion endotelial hipertensiva.
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Por tanto, la insuficiencia renal cronica contribuye a la hipertensiéon y a cambios

en la biodisponibilidad de NO.

1.332 Dimetilarginina asimétrica .

La ADMA es un inhibidor endégeno competitivo de la eNOS que se ha
relacionado con la disfuncién endotelial. Se ha demostrado que esta incrementada
en pacientes con hipertension (Kielstein ez al, 2003) y que existe una fuerte
correlacion entre los niveles sanguineos de ADMA y el empeoramiento de la
vasodilataciéon dependiente de endotelio, asi como de la morbilidad y mortalidad
cardiovasculares (Fliser ez al., 2003).

Se establecié una relacién entre la inhibicién de la eNOS vy los niveles en
plasma de ADMA en células endoteliales humanas que se estimularon con plasma
procedente de pacientes con enfermedad renal crénica (Xiao et al, 2001). Los
niveles de ADMA estan inversamente relacionados con la vasodilatacion
dependiente de endotelio (Boger e# al., 1998) en sujetos con hipercolesterolemia.
De hecho, la infusién de L-arginina, sustrato de la eNOS y competidor de
ADMA, normaliz6 su funcién endotelial (Achan e a/., 2003).

Recientemente, Takiuchi ez /. (2004) realizaron un estudio en pacientes con
hipertensién esencial sin enfermedad arterial coronaria o diabetes mellitus y
demostraron que el aumento de los niveles plasmaticos de ADMA jugaba un
papel fundamental en la disfuncién endotelial, independientemente de la
resistencia a la insulina o de la hipertrofia ventricular izquierda. Kielstein ef al.
(2004) evaluaron los efectos cardiovasculares sistémicos de la infusion de ADMA
en sujetos sanos observando que producia una disminucién del gasto cardiaco y
del flujo plasmatico renal efectivo, y un incremento de la resistencia renovascular,
retencion de sodio y aumento de la presion arterial de forma dosis-dependiente.

La ADMA se elimina por excrecién a través de los rifiones o se metaboliza a
citrulina por la enzima dimetilaminohidrolasa (DDAH). La sobreexpresion de
DDAH en ratones transgénicos disminuye el ADMA, incrementa la actividad de

la eNOS y reduce la presién arterial (Dayoub e al, 2003), subrayando la
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importancia fisiopatologica de la ADMA. También se ha demostrado que la
proteina arginina metiltransferasa, que produce la metilaciéon de la arginina,
principalmente la metiltransferasa-1, esta regulada al alza por las fuerzas de
cizallamiento, y esta sobre-regulacién se asocié con la elevada generaciéon de
ADMA (Osanai e al., 2003).

La hipercolesterolemia es un factor de riesgo para la aterosclerosis, patologia
que esta asociada a la disfunciéon endotelial (Kawano ez a/, 2002). Actualmente,
existen evidencias que relacionan la hipercolesterolemia con elevados niveles de
ADMA (Boger ¢t al., 1998). Estos niveles también estan aumentados en pacientes
hipertensos de edad avanzada (Kielstein ez a/, 2003) y se correlacionan con la edad
y la presion arterial (Miyazaki ez al, 1999). También se han relacionado altos
niveles de ADMA con el incremento de factores de riesgo cardiovascular en el
fallo renal, tales como un aumento de proteina C reactiva, la proporcion del
grosor de las capas intima-media de la carétida, la hipertrofia ventricular izquierda
y la disfuncién ventricular izquerda (Zoccali ef al., 2002a,b; Miyazaki ez al., 1999).
Ademas, es una eficaz herramienta predictora de sucesos coronarios agudos
(Valkonen ef al, 2001), mortalidad total de pacientes con fallo renal crénico
(Zoccali e al., 2001) y mortalidad de pacientes enfermos criticos (Nijveldt ez al.,

2003).

1.333 Metabolitos del acido araquidoénico.

El aumento de substancias vasoconstrictoras derivadas de la COX se ha
relacionado con la disfunciéon endotelial. La estimulacién con ACh es capaz de
ocasionar contracciones dependientes de endotelio en la aorta y las arterias de
resistencia de SHR (Luscher e al, 1990b; Luscher y Vanhoutte, 1980),
contrarrestando los efectos de los factores relajantes derivados de endotelio. Estas
contracciones pueden prevenirse con inhibidores selectivos de la COX-1 (Yang ez
al., 2002; Ge et al, 1995), restaurandose asi la respuesta vasodilatadora
dependiente de endotelio (Luscher y Vanhoutte, 1986). En SHR, ademas, la

administracion de indometacina, inhibidor de la COX, redujo los niveles de
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presion arterial una vez establecida la hipertension (Luscher ef a/, 1990b). Existe
paralelismo entre los estudios en animales hipertensos y los realizados en
humanos por Taddei ez a/. (1998), que confirman el importante papel que juegan
los vasoconstrictores derivados de la COX en la hipertension esencial. En este
sentido, recientemente se ha demostrado que el tratamiento crénico con aspirina
reduce la presion arterial en pacientes hipertensos (Hermida ez a/, 2003).

La expresion de la COX-1 es mayor en aortas de SHR adultas que en WKY
(Ge ¢t al., 1995). Esta enzima, presuntamente unida a la membrana de las células
endoteliales, transforma el AA en endoperoxidos, que difunden hacia las CMLV
para activar al receptor TP (Yang ez al., 2003). Ge et al. (1999, 1995) describieron
que para las contracciones dependientes de endotelio se requiere tanto un
aumento de la actividad de la COX-1 como una hiperactividad de dicho receptor.
El dazoxiben, un inhibidor de la tromboxano sintetasa, no afecta a la contraccién
dependiente de endotelio a ACh, descartaindose la intervencién del TXA,,
agonista del receptor TP. Es la PGH, la mediadora de la contracciéon dependiente
de endotelio. De hecho, se comprobé que la ACh provoca un aumento en la
liberaciéon de PGH, en SHR pero no en WKY (Ge ¢t al., 1995).

Ademas, la reducida disponibilidad de NO, caracteristica de la disfuncion
endotelial, aumenta la amplitud de las contracciones dependientes de endotelio, al
igual que el aumento en la producciéon de O,, que estimula la COX-1 (Yang e7 af.,
2003; Yang et al., 2002). Todos estos datos indican que en las SHR la hipertension

esta asociada al aumento en la produccion y efecto de estos endoperdxidos.

1.334 El estrés oxidativo.

Las células endoteliales vasculares sanas metabolizan el oxigeno y generan
ROS potencialmente nocivas. En condiciones normales, la tasa de formaciéon de
oxidantes esta equilibrada con la tasa de eliminacién (Touyz, 2004; Ogita y Liao,
2004). En la disfuncién endotelial, sin embargo, existe un desequilibrio entre
agentes prooxidantes y agentes antioxidantes, lo que da origen al estrés oxidativo.

Asi, éste sera el resultado patogénico de la sobreproduccion de oxidantes, con lo
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que superan la capacidad antioxidante celular. Muchas condiciones patologicas
incrementan las ROS en la pared de los vasos, incluyendo la hipercolesterolemia,
la diabetes y la hipertension, patologias asociadas a la disfuncién endotelial.

Las ROS incluyen O,, radical hidroxilo (OH) y radicales lipidicos (LO "y
LOO ). Todos ellos poseen electrones desapareados, por lo que se clasifican
como radicales libres. Sin embargo el H,0O,, el ONOO' vy el acido hipocloroso
(HCl) no son radicales libres, pero tienen propiedades oxidantes y contribuyen

también al estrés oxidativo (Figura 0).
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Figura 6. Esquema de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y sus interacciones
con el NO. El anion superoxido (O,) se genera mediante la reduccion del O, por un electrin.
La superixido dismutasa (SOD) lo descompone rapidamente en perdxido de hidrigeno (H,0,).
Este puede ser reducido a su vez y generar radicales hidroxilo ( OH). El H,0, puede activar a
las peroxidasas para generar especies altamente reactivas que pueden oxidar e/ NO y formar
nitritos (NO,), que a su vex pueden reaccionar con productos de las peroxidasas y generar
radicales nitritos (NO,) que al unirse a restos de tirosina (Tir ), producen nitrotirosina (3-
NO,-Tir). La catalasa (CAT) o la glutation peroxidasa (GPx) descomponen el H,0,en H,O
v O,. El O, también puede reaccionar, sobre todo en condiciones de alto estrés oxidativo, con el
NO y formar peroxinitrito (ONOO °), un potente agente oxidante y nitrosante. E/ ONOO ~
puede reducirse a dcido peroxinitrico, que generara NO, y OH ". E/ NO puede también
reaccionar con radicales lipidicos (1LO -, 1LOO ) para formar compuestos derivados nitrosados.
Mediante estos procesos, disminnye la biodisponibilidad de NO al reducirse su cantidad para
¢lercer sus beneficiosos efectos sobre la vasculatura, y ademds se crean numerosos agentes
oxcidantes que anmentan el estrés oxidativo. Activacion: (+).

Las ROS se han asociado a modelos de hipertension experimental. Estos
modelos estan frecuentemente inducidos por la estimulacion del sistema renina-

angiotensina: perfusion crénica de Ang II, sobreexpresion de genes de renina y
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angiotensindgeno o coartacion de la arteria renal. La Ang II esta también
involucrada en el desarrollo de la hipertensiéon en SHR, como se vera en el
apartado 2. En estos modelos, las ROS y los marcadores de la oxidaciéon (nitracion
de residuos de tirosina en proteinas, 8-isoprostaglandina F,,, malonildialdehido
(MDA) y substancias reactivas del acido tiobarbitarico [TBARS]), se hallan
aumentados en vasos, corazén y rifiones (Guo et al., 2003; Chabrashvili ef al., 2003;
Lassegue y Clempus, 2003).

Los modelos de hipertension con bajos niveles de renina y angiotensina se
obtienen, por ejemplo, mediante la perfusiéon de ET-1 o por nefrectomia unilateral
y administracién de acetato de deoxicorticosterona (DOCA) mas dieta rica en sal
(DOCA-sal). En estos modelos también se ve elevada la producciéon de O,
vascular y los marcadores de estrés oxidativo (Li ez al., 2003a,b; Sedeek ez al., 2003,
Zheng et al., 2003). Por tanto, vemos que en muchos modelos experimentales, la
hipertension esta asociada a una elevada produccion de ROS (Figura 7).

Sin embargo, las ROS no soélo participan en la disfuncién endotelial
hipertensiva como veremos a continuacién, sino que colaboran en el desarrollo y
mantenimiento de la hipertensién. Asi, el O, puede inducir vasoconstriccion
(Grover et al, 2003; Gonzalez-Pacheco e al, 2002), hipertrofia vascular
(Wedgwood y Black, 2003; Lassegue y Clempus, 2003) y miocardica (Delbosc e#
al., 2002; de Andrade ez al., 2002), disminucién de la funcién renal (Sedeek, ef al,
2003; Welch y Wilcox, 2001) e incrementar la actividad simpatica del SNC
(Zanzinger, 2002). Por el contrario, el H,O, ejerce efectos protectores al

incrementar la actividad NOS o al actuar como EDHF.
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Figura 7. Mecanismos de senializacion redox dependientes en las células del miisculo liso
vascular y sus efectos fisioldgicos mediados por especies reactivas de oxigeno (ROS), tendentes a
producir y mantener la hipertension. Los ROS' intracelulares modifican la actividad de protein
tirosin kinasas (PTK), como Sre, Ras, JAK2, PI3K y EGFER, asi como protein kinasas
activadas por mitggeno (MAPK), particularmente p38MAPK, |NK y ERK, probablemente
debido a la oxidacion/ reduccion de protein tirosin fosfatasas (PTP) debido a estas ROS.
También influyen en la expresion genética y proteica activando factores de transcripcion como el
NFEB y el activador de proteina-1 (AP-1). Los ROS estimulan ademds canales idnicos, como
los de Ca** y K, causando cambios en la concentracion cationica intracelular. Todos estos
procesos se traducen en numerosas respuestas celulares que parecen contribuir y prolongar el daio
vascular  hipertensivo. MMPs:  Metaloproteasas de matriz. TIMP: Inhibidor tisular de
metaloproteasas de matriz. I Aumento. l :Disminncion. CDK: Kinasa dependiente de
ciclina.

La gran cantidad de ROS puede deberse a un aumento de su produccion o a
una menor eliminacién de éstas. Aunque hay multiples fuentes celulares de

creaciéon de ROS, como la cadena respiratoria en las mitocondrias, enzimas que
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intervienen en la reduccién del oxigeno, como la COX, LOX, el citocromo p450 y
otras hemoproteinas (Cai y Harrison, 2000), las fuentes mas importantes de ROS
en el endotelio son NAD(P)H oxidasa, xantina oxidasa (XO) y la eNOS

desacoplada.

1.3341 Papel de NAD(P)H oxidasa en el estrés oxidativo vascular.

Numerosos estudios han identificado una oxidasa asociada a la membrana
plasmatica como la principal fuente de ROS en los vasos humanos, situada tanto
en el endotelio, como en las capas media y adventicia (Griendling e# a/, 2000). La
activaciéon de esta enzima produce gran cantidad de sefales intracelulares que
pueden desembocar en disfuncién endotelial, proliferaciéon de las células del
musculo liso vascular, expresion de genes pro-inflamatorios y sintesis de la matriz
extracelular (Qamirani e# a/, 2005; Lassegue e# al., 2004; Virdis et al., 2004; Irani,
2000; Rao e# al., 1999).

Estructura, funcion y localizacion.

En un principio se determiné la estructura y la funcién de la NADP)H
oxidasa en neutréfilos. Esta enzima es un complejo multi-enzimatico formado un
dominio con actividad reductasa compuesto por una flavoproteina y un citocromo
b558 formado por las subunidades gp227" y gp91™™. Otras importantes
subunidades citoplasmaticas incluyen p47™"*, p40°", p67""* y la proteina Rac.
Cuando las células fagociticas son activadas, las subunidades citosélicas se
traslocan hacia al citocromo b558 de membrana, dando lugar a la forma activa de
la enzima (Lapouge e al, 2000; Koga et al, 1999; Babior, 1995). Cuando el
complejo esta activo, transfiere electrones del NAD(P)H citosdlico al oxigeno del
espacio extracelular generando O, (Cross y Segal, 2004 ; Nisimoto e7 al., 1999).

La NADP)H oxidasa vascular tiene algunas caracteristicas funcionales
similares a la que se halla en neutréfilos. Ambas se inhiben por difenileneiodonio
(DPI), un producto empleado para inhibir la producciéon de O, via NAD(P)H
oxidasas. Se diferencian, sin embargo, en que la oxidasa vascular produce O, en

menor cantidad, pero de manera mas constante (Cai y Harrison, 2000; Somers ez
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al., 2000). Muchos componentes de las NAD(P)H oxidasas de neutrofilos estan
presentes en las NAD(P)H oxidasas de las células endoteliales y el musculo liso
vascular (Touyz ef al, 2002; Wassmann ef al., 2002; Griendling ef al, 2000). Asi,
esta oxidasa dependiente de NAD(P)H esta formada por multiples subunidades.
Las principales subunidades cataliticas en el territorio vascular son Nox-1, gp91ph°x
(Nox-2) y Nox-4, y sus subunidades reguladoras son p22P" pd0P"™, p47°"
p67™"* y rac (Bengtson e al., 2003; Lassegue y Clempus, 2003; Touyz e al., 2002).

phox

Las subunidades Nox y p22™"™ estan localizadas en la membrana, mientras que el
resto de componentes se encuentran en el citosol. En los dltimos afios se ha
descubierto una familia de proteinas homdlogas a la gp91°™™ presente en los
tejidos vasculares, las Nox (Bedard y Krause, 2007). Las células endoteliales
contienen Nox-1 (el primer homologo de Nox-2), Nox-2 (o gp91phox), Nox-4, la
isoforma mas abundante, y Nox-5 (Ago e7 al., 2005; Ago et al., 2004; Lassegue y
Clempus, 2003; Higashi ez a/., 2003; Banfi ef al., 2001). Las células del musculo liso
vascular expresan mayoritariamente Nox-4 (Griendling ez a/., 2004; Lassegue ¢/ al.,
2001), mientras que en los vasos de conductancia (aorta y grandes arterias) se
expresa principalmente Nox-1 (Lassegue 7 al, 2001) y en los vasos de resistencia
(arteriolas) Nox-2 (Griendling ez al., 2004; Touyz et al., 2002). Los fibroblastos de
la capa adventicia expresan Nox-2 y Nox-4 (Chamseddine y Miller, 2003; Rey ez
al., 2002).

Actividad mediada por Ang I1.

La actividad de la NAD(P)H vascular es regulada por las citokinas, hormonas
y factores fisicos tradicionalmente implicados en la patogénesis de la enfermedad
cardiovascular (Bedard y Krause, 2007; Griendling e# a/, 2000). En particular, la
Ang II, es un importante activador de la NAD(P)H oxidasa vascular. En las
células del musculo liso vascular, la activacion del receptor del Ang II AT-1
determina la fosforilacién de residuos de serina en p47°". Touyz y colaboradores
(2002) han indicado que la c-Src es una importante intermediaria de este
mecanismo, porque su inhibicién farmacolégica previene la fosforilacion de

p47""* y su translocacién a la membrana (Touyz e a/,, 2003a) donde interacciona
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con la p22°"* y da lugar a la forma activa de la enzima. La translocacion de p47°"*
a la membrana implica también la translocacion de p67ph°x, estando esta subunidad
unida a p47°"*. De esta forma, p47"> se define como la subunidad organizadora,
y p67™™* como la subunidad activadora (Takeya ez a/, 2003). Este importante
papel de c-Src se ha confirmado posteriormente en células de musculo liso
vascular de ratones deficientes en c-Stc (c-Stc-/-) (Touyz y Schiffrin, 1999). Las
activaciones de la fosfolipasa D (PLD) (Touyz y Schiffrin, 1999) y la PKC
(Seshiah e# a/, 2002) probablemente estan implicadas en la fosforilacién de p47°™.
Ademas, la activacion de c-Src estimula también la transactivacion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que estimula a su vez la
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) para la produccién de fosfatidilinositol-(3,4,5)-
trifosfato (IP3), que a su vez activa a GTP-Rac-1. Una vez activada, GTP-Rac-1 se
desplaza hacia la membrana e inicia la segunda fase de activaciéon de la enzima
(Touyz et al., 2003b; Cai et al, 2003; Quinn ef al, 1993). Este mecanismo de
seflalizaciéon por parte de Ang Il y el proceso de formaciéon de O, por NAD(P)H

oxidasa se ilustran en la Figura 8. Li y Shah (2003) han demostrado también que

phox phox

Ang II estimula la asociacion de p47™™ con p22"™ en las células endoteliales. Por
ultimo, se ha demostrado que la subunidad p40phox no es indispensable para la

activacion de la enzima (Wientjes ez al., 1993).
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Figura 8. Mecanismo de activacion y accion de la NAD(P)H oxidasa vascular mediante Ang
1. La activacion del receptor de Ang 11 ATT en la membrana de las células del miisculo liso
vaseular (CMLY) promueve la fosforilacion de p47°". El mecanismo incluye la activacion de
Fosfolipasa D (PLD), de Protein kinasa C (PKC), del Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR) y de la tirosin kinasa c-Sre. La fosforilacion de p47"™ promueve su nnion
) la del resto de subunidades citoplasmaticas, a las subunidades de membrana de la enzima. La
translocacion de Rac-,1 una vez unida a GTP gracias a la accion de la Fosfatidilinositol-3-
kinasa (PI3-K), a la membrana contribuye también a la activacion de la enzima, que entonces,
a partir de NAD(P)H y O, produce, mediante un sistema redox de transporte electronico en el
dominio reductasa formado por las subunidades Nox-2 y p22", NAD(P)*, H' y anion
superdxido, O,.

Ademas de activar la NADPH-oxidasa, Ang II induce también un aumento en
la expresiéon de sus subunidades tanto en células endoteliales como musculares.
As, la infusién crénica de Ang 11 en ratas aumenta la expresién de p22°"*, Nox-1
y Nox-4 en aorta (Mollnau ez al., 2002; Wingler ez al., 2001; Fukuy ez al., 1997). Las
subunidades phox estan aumentadas en las células endoteliales y en las CMLV de

pequenos vasos expuestos a Ang 11 (Gragasi e al., 2003; Touyz et al., 2003a; Touyz
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et al., 2002). Concretamente, se ve un aumento en la expresion de las subunidades
gp9lph°x, pZZPhOX, p47ph°x, p67ph°x, y p40ph°x en células de musculo liso aisladas de
arterias de resistencia humanas, y estos efectos se ha visto que estan mediados a
través de la activacion de c-Src (Touyz e7 al., 2002).

Ademas de la Ang II, otros factores influyen en la expresion de la enzima, y a
la inversa. Asf, Li y Shah (2003) estudiaron el papel de la subunidad p47°™* en la
regulacion de NAD(P)H oxidasa y observaron que la producciéon de ROS se

reduce por la transfeccién de moléculas antisentido de p47°">

, se suprime por la
eliminacién del gen p47™™, y se recupera mediante su expresion. De forma
similar, en las CMLV expuestas a presion, la Nox-1 esta aumentada y el
incremento de ROS originado se reduce al impedir el ensamblaje de p47°™
(Grote et al., 2003). También i vitro, se demostré que la produccion de O, en
vasos expuestos a ET-1 o aislados de animales DOCA-sal o SHR, se reduce por la
apocinina, inhibidor de la unién de las subunidades de la oxidasa (Li ez a/., 2003a,b;
Zheng et al., 2003b). In vivo, gp91°™>* esta aumentada en el rifién e higado después
de la nefrectomia (Vaziri ef al., 2003). También se ha podido comprobar coémo la
perfusion de Ang II y la sobreexpresion de renina aumentan la expresion de la
subunidad Nox-1 en vasos y corteza renal (Chabrashvili ez a/., 2003; Lassegue y
Clempus, 2003).

Elfectos in vitro de la actividad de la engima.

En cuanto a los efectos de este aumento en la expresiéon de subunidades y
presumible actividad de la enzima, se ha visto que diversos estimulos tales como
Ang II, trombina, PDGF y el TNF-« incrementan la actividad de NAD(P)H
oxidasa y la producciéon de ROS en las CMLV (Griedling e al, 2000a). La
actividad de la NAD(P)H oxidasa también esta aumentada en el tejido vascular de
SHR. Asimismo, el H,O, derivado de la NAD(P)H oxidasa esta implicado en la
hipertrofia de las células del musculo liso vascular causada por Ang II (Griendling
et al., 2000a; Servant et al., 1996). La Ang Il estimula, a través de la activacion de
NAD(P)H oxidasa, las respuestas inflamatorias, produciendo un aumento en la

expresion de la MCP-1 (Tummala ez a/, 1999), en VCAM-1 (Chen ef al., 1997) ¢
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interleukina- 6 (Schieffer ef a/, 2000). Las ROS derivadas de NAD(P)H oxidasa
parecen modular también la angiogenesis, a través de la activacion de los
receptores del VEGF (Ushio-Fukai e a/, 2002). Las ROS producidas por
NAD(P)H oxidasa también activan las metaloproteasas de la matriz (MMPs) y
aumentan su expresion (Galis y Khatri, 2002). En células endoteliales, uno de los
efectos debido a la activaciéon de NAD(P)H oxidasa es la produccion de NO, de
tal manera la Ang II puede estimular simultineamente la producciéon de O, y NO,
favoreciendo asi la formacion de ONOO' (Thorup ez al., 1999; Pueyo ef al., 1998;
Saito ez al., 19906).

Efectos in vivo de la actividad de NAD(P)H oxidasa.

Aparte de estos resultados en estudios 7 vitro, la NAD(P)H oxidasa parece
estar implicada en la generaciéon de las ROS observada en muchas enfermedades
cardiovasculares. Por ejemplo, un exceso en la producciéon de O, por NAD(P)H
oxidasa esta implicado en la disminucién de NO asociada a la disfuncion
endotelial en modelos experimentales de hipertension y en la hipertension esencial
(Endeman et al, 2004; Virdis et al, 2004). En ratas a las que se indujo hipertensién
arterial por administracién de Ang II, se observé un aumento en la expresion y
actividad de la NAD(P)H vascular (Griendling e7 a/., 2000a). En estos animales, la
administraciéon de superéxido dismutasa (SOD) o del inhibidor especifico de la
NAD(P)H oxidasa apocinina revirti6 el incremento de la presion arterial (Welch ez
al., 2006; Virdis et al, 2004). En modelos experimentales en animales, la
producciéon de O, aumenta con el envejecimiento, y este efecto parece estar
asociado a la NADP)H oxidasa (Hamilton e 4/, 2001). También se ha
demostrado un papel similar de la NAD(P)H oxidasa en humanos. Por ejemplo,
en venas safenas humanas de pacientes diabéticos e hipercolesterolémicos, el
aumento en la producciéon de O, es debido a un aumento en la actividad de
NAD(P)H oxidasa (Cai y Harrison, 2000).Vemos a través de todos estos datos el

papel clave que NAD(P)H oxidasa parece ejercer en la hipertension.
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1.3342 Papel de la xantina oxidasa.

Otra fuente importante de ROS es la enzima XO. Existen dos isoformas,
covertibles la una en la otra en funcién del estado redox y de la presencia de
cofactores, con dos actividades enzimaticas: xantina deshidrogenasa y XO. La
ptimera reduce nicotinamin adenosin dinucleétido oxidado (NAD"), mientras que la
segunda reduce el oxigeno molecular produciendo O, y H,O, (Berry y Hare, 2004).
Algunos estudios indican que los inhibidores de XO, oxipurinol o alopurinol,
mejoran la disfunciéon endotelial (Mervaala ez a/, 2001; Butler ez a/, 2000; Cardillo
et al., 1997). También, en SHR, el oxipurinol es capaz de reducir los valores de
presion arterial, indicando un papel de la XO en el mantenimiento de las

presiones arteriales elevadas (Nakazono ef al., 1991).

1.3343 Papel del desacoplamiento de la eNOS.

Bajo ciertas circunstancias, esta enzima puede no ejercer correctamente su
funcién (apartado 1.2211) y producirse lo que se denomina “‘desacoplamiento de
eNOS”, transfiriendo los electrones que debfan ir al nitrégeno guanidinico de la L-
arginina para formar NO, al oxigeno, y produciendo O, y H,O,, con lo que se
disminuye asf la produccién de NO (Forstermann, 2000) y se aumenta la de ROS. El
desacoplamiento de la eNOS representa otro posible mecanismo implicado en la
disfuncién endotelial y puede deberse a una deficiencia en L-arginina o en BH, (al
oxidarse a BH,), o bien, puede ser debido a la presencia de sus inhibidores
endoégenos. De esta forma, el desacoplamiento de la eNOS es también un
mecanismo critico en la disfuncién endotelial experimental y clinica (Vasquez-Vivar
et al, 2003). Este desacoplamiento se ha observado 7z vivo en distintas situaciones
patologicas. Asi, en aorta de ratas espontineamente hipertensas con tendencia a
infarto cerebral (SHR-SP), la producciéon de O, es mayor respecto a ratas
normotensas y aumenta con la edad. Este efecto se revierte al inhibir la eNOS con
N“-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) o después de eliminar el endotelio

(Hamilton ez al, 2001). Ademas, se ha demostrado que la tolerancia a los nitratos
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esta asociada con un aumento de la produccion vascular de O, por desacoplamiento

de la eNOS (Munzel ez al., 2000) (Figura 9).

Monémeros de eNOS, enzima desacoplada

g -
HOOC{ NADPH |€ FAD €

* Hipertension i
¢ Diabetes 02 < /
e Aterosclerosis NO
e Fumadores
¢ Tolerancia a nitratos
NO
/ » O,

Figura 9. Desacoplamiento de la eNOS. La enzima en forma de mondmero o en condiciones
de de baja biodisponibilidad de 1.-arginina, o tetrahidrobiopterina (BH,) (por aumento de su
oxidacion a dibidrobiopternina [BH,]) que puede ser debido a diversos factores como
hipertension, diabetes, aterosclerosis, adiccion al tabaco o tolerancia a los nitratos, se encuentra
en un estado que se denomina “desacoplada”, en el que en lugar de producir NO, produce
mayoritariamente O,

1.3344 El papel de las enzimas antioxidantes.

Nuestro organismo posee mecanismos de defensa antioxidantes, cuya
alteracion también contribuye al estrés oxidativo (Redon ez 4/, 2003). La SOD
convierte el O, en H,0O,, que es mas tarde degradado a agua por la catalasa (Cat) o
la glutation peroxidasa (GP,). La perfusiéon de Ang II disminuye la expresion de

SOD extracelular en rifién (Chabrashvili ez a/, 2003). Se ha podido comprobar
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como la actividad de CuZn-SOD y Mn-SOD es mas baja en vasos y rifion de
animales sometidos a nefrectomia parcial (Vaziri ez al, 2003), en ratas Dahl
sensibles a sal, estenosis arterial renal y DOCA-sal (Awe ¢# al., 2003). Ademas, la
actividad Mn-SOD disminuye en el rifién por la perfusion de Ang II debido a la
nitraciéon de tirosina (Guo et al, 2003). De forma semejante, la Cat y la GP,
disminuyen tras la estenosis renal. La catalasa adrtica también se encuentra
disminuida en ratones genéticamente hipertensos (Uddin ez a/., 2003). Por tanto,
en estos modelos animales, la menor actividad de estas enzimas antioxidantes
endbgenas contribuye a la elevacion de ROS, al no poderlas eliminar eficazmente.

El NO generado por el endotelio reacciona con el O, a una velocidad
superior a la de la SOD con este anién. Por tanto, un incremento de la
produccion de O, podria ser la causa de una reducida biodisponibilidad de NO y

una menor relajacién dependiente de endotelio.

1.335 La hiperhomocisteinemia.

Un factor de riesgo no tradicional que conduce a la disfunciéon endotelial es la
clevaciéon de los niveles de homocisteina. Este hecho se ha demostrado en
modelos animales de hiperhomocisteinemia (Virdis e a/, 2003). En humanos,
pacientes normotensos con hiperhomocisteinemia muestran disfuncién endotelial
(Virdis ez al, 2001). La suplementaciéon con acido folico redujo los niveles de
homocisteina y mejoré la disfuncion endotelial en nifios con insuficiencia renal
cronica (Bennet-Richards e al,, 2002). Los estudios celulares (Zhang y col., 2000),
animales (Virdis ez al, 2003) y humanos (Virdis e al, 2001) sugieren que la
homocisteina reduce la biodisponibilidad de NO debido a estrés oxidativo.
También existen evidencias de la acumulacion de ADMA debida a la
homocisteina, causado por la inhibicion de DDAH (Stuhlinger ez 4/, 2003; Boger
et al., 2001; Stuhlinger ¢ al., 2001). Sin embargo, no todos los estudios apoyan esta
afirmacion (Wanby ef al, 2003), aunque estos mecanismos podrian explicar el

incremento de riesgo cardiovascular en pacientes con hiperhomocisteinemia.
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1.34 Valor pronéstico de la disfuncién endotelial.

Puesto que la disfuncién endotelial es un hecho que ocurre y se detectar
previamente a cambios estructurales en la pared de los vasos (Davignon y Ganz,
2004) puede tener un valor prondstico, sirviendo como predictor de sucesos
cardiovasculares (Quyyumi, 2003; Perticone ef al., 2001).

La disfuncién endotelial en arterias coronarias se ha asociado a sucesos
cardiovasculares en pacientes con y sin enfermedad coronaria manifiesta (Halcox
et al., 2002; Schachinger ef al., 2000; Suwaidi 7 a/., 2000). La disfuncién endotelial
de la vasculatura periférica también tiene valor prondstico. La realizacion de tests
no invasivos de disfuncién endotelial predijeron sucesos cardiovasculares en
pacientes con enfermedad arterial periférica (Gokce ez al, 2003), hipertension
(Perticone ef al., 2001) y en pacientes que no sufrian dafio vascular (Gokce ef al.,
2002).

Perticone ez al. (2001) demostraron que en pacientes hipertensos la disfuncién
endotelial, determinada mediante el test de ACh, es un marcador de futuros
sucesos cardiovasculares para estos pacientes. El mismo grupo ha investigado
recientemente la relacién entre la disfuncion endotelial del antebrazo y la funcién
renal en 500 pacientes con hipertensién esencial no tratada y no complicada y con
niveles de creatinina dentro del rango normal, demostrando que la respuesta
vasodilatadora alterada estaba asociada a la pérdida de la funcién renal en
pacientes con hipertension esencial (Perticone ef al., 2004).

Bugiardini ¢f a/. (2004) han demostrado recientemente que el dolor toracico en
mujeres con arterias coronarias angiograficamente normales no es totalmente
benigno. Mujeres con angina de-novo, evidencia de defecto de perfusion cardiaca
reversible, angiograffa coronaria normal y disfuncién endotelial de base, tenfan
elevado riesgo cardiovascular y mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria.

La disfunciéon endotelial también se ha visto que puede ser un factor
predictivo del riesgo de desarrollar hipertensién en mujeres postmenopausicas

(Rossi e al. 2004), ya que mujeres postmenopausicas normotensas con disfuncion
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endotelial tenfan mas probabilidades que las que no padecian disfuncién endotelial

de sufrir hipertension.

1.35 Tratamiento de la disfuncion endotelial.

La disfuncién endotelial esta presente en muchas formas de enfermedad
cardiovascular, como ya se vio (apartado 1.32). El tratamiento de la enfermedad
principal puede restablecer la funcién endotelial, aunque sélo en algunas
condiciones. En pacientes con insuficiencia renal cronica, el transplante renal
restablece la funcion renal y puede mejorar la disfuncion endotelial (Passauer ez 4/,
2003).

En la hipertension, la reduccion de la presion arterial, no parece restaurar por
s{ misma la funcién endotelial, puesto que la terapia antihipertensiva mejora la
disfunciéon endotelial pero no en todos los casos. Asi, los a- y B-bloqueantes
adrenérgicos no tienen efecto directo sobre la disfuncion endotelial (Nadar ez al.,
2004), aunque el tratamiento con carvedilol, firmaco perteneciente a la tercera
generacion de B-bloqueantes, inhibe el estrés oxidativo (Yasunati ef al., 2004). Los
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA), los antagonistas
del receptor de Ang I (ARA-II) y los bloqueantes de canales de calcio, mejoran la
disfuncion endotelial en pacientes hipertensos (Nadar ez a/, 2004; Schiffrin, 2004).
Schiffrin ef 4/ (2002a) mostraron que en pacientes con hipertension esencial, el
cambio del B-bloqueante atenolol por el antagonista del receptor de Ang II
irbersartan corregfa la funciéon endotelial. También demostraron que el
tratamiento con el antagonista de canales de calcio amlodipino, mejoraba la
funcién endotelial en pacientes hipertensos mientras que el B-bloqueante atenolol,
que ejercia el mismo control sobre la presion arterial, no (Schiffrin e 2/, 2002b).
Los ARA-II y los IECA son especificamente beneficiosos. Los mecanismos por
los que el bloqueo del sistema renina-angiotensina pueden mejorar la disfuncion
endotelial incluyen la reduccion del estrés oxidativo y de la inflamacién (Schiffrin

y Touyz, 2003).
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En estados de resistencia a la insulina y en la diabetes, los mecanismos de
disfunciéon endotelial son complejos. Se ha demostrado que los agonistas de
receptores para activadores de la proliferaciéon de peroxisomas (PPAR)-y ( como
ciglitazona) reducen la presiéon arterial y mejoran la funciéon endotelial en ratas
Zucker obesas (Pershadsingh ez a/., 1993).

Otra posibilidad para el tratamiento de la disfuncién endotelial es actuar sobre
los mecanismos de la enfermedad que conducen a la disfuncién del endotelio. De
esta forma, la disminucién de los niveles de homocisteina en la
hiperhomocisteinemia mediante la suplementacién con acido félico mejora la
disfunciéon endotelial (Bennet-Richards ez a/, 2002; Zhang et al, 2000). El
tratamiento oral con L-arginina, precursor de NO, reduce la presiéon arterial y
mejora la funcién endotelial (Palloshi ez a/, 2004). La BH, y sus analogos
(Hyndman ez al, 2002), pueden también mejorar la funcién endotelial
incrementando la biodisponibilidad del NO. Recientemente, se ha sugerido que el
acido acetil salicilico podria reducir el estrés oxidativo y mejorar asi la funcién
endotelial (Wu e# al., 2002). Se ha demostrado también que las estatinas mejoran la
disfuncién endotelial en modelos animales de hipertension (Zhou e al., 2004) y en
pacientes hipertensos con niveles normales de colesterol (Danaoglu ez @/, 2003),
facilitando la activacion de la eNOS e inhibiendo el estrés oxidativo. El
tratamiento a largo plazo con las vitaminas antioxidantes C y E también mejora la

disfuncion endotelial 7z vivo (Kinlay et al., 2004).
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2. El modelo animal de hipertension genética. Las

ratas espontaneamente hipertensas o SHR.

El desarrollo de varias especies de ratas caracterizadas por presentar una
hipertensién similar a la hipertension esencial en humanos, determinada
genéticamente, tiene un gran interés desde el punto de vista practico y tedrico.
Entre los modelos experimentales de este tipo de hipertensiéon se encuentran
aquellos que utilizan una determinada especie de ratas espontaneamente
hipertensas, las SHR, y sus subespecies.

La primera referencia sobre SHR la encontramos en un articulo de Okamoto y
Aoki (1963), donde se describia cémo la endogamia sistematica entre animales de
la especie WKY, seleccionados por tener presiones arteriales elevadas, daba lugar
a descendientes con valores de presion arterial considerablemente mayores que las
de las especies progenitoras. Con posterioridad, fueron surgiendo subespecies de
SHR que poseian, entre otras particularidades, una diferente vulnerabilidad a las
lesiones vasculares. En todas ellas se sugirié una herencia poligénica (Louis 7 4/,
1969), donde varios componentes genéticos parecen actuar sinérgicamente.

En este modelo experimental, la hipertensién se caracteriza por desarrollarse
gradualmente, de forma que se pueden diferenciar dos fases fundamentales: una
fase de hipertension labil, que comienza a la edad de 4-6 semanas, y una fase de
hipertension establecida, que se alcanza a los 3-4 meses; ademas, el aumento de
presion arterial se genera y se mantiene por un incremento de la resistencia
vascular periférica, atribuida en su fase inicial, a una vasoconstricciéon funcional
neurogénica y, posteriormente, a cambios estructurales vasculares relacionados
con una sintesis acelerada de proteinas vasculares.

La elevacion sostenida de la presion arterial requiere de la presencia, al menos,
de una de las siguientes anormalidades: aumento del gasto cardiaco, resistencia

periférica aumentada y disminucion en la capacidad renal de excretar sodio. A su
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vez, estas alteraciones se producen por modificacion de distintos parametros

biolégicos.

2.1 Volumen de liquido circulante.

En SHR, el gasto cardiaco es normal o esta reducido, aunque algunos estudios
describen un incremento del mismo en el estadio precoz de la hipertension,
atribuido a un aumento de la frecuencia cardiaca (Lundin y Hallback-Nordlander,
1980). Respecto a la regulacion del volumen, la utilizacion renal de sodio y agua es
normal, pero los rifiones necesitan una mayor presion de perfusion para mantener
su funcionalidad. La tasa de filtracién glomerular sélo esta reducida en los estadios
avanzados de la hipertension, cuando ya hay complicaciones vasculares renales
extensas.

En definitiva, se puede decir que los factores relacionados con el volumen de
liquido circulante no desempefan un papel especialmente importante en el

desarrollo de esta hipertension (Trippodo ef al., 1978).

2.2 Sistema nervioso.

El incremento de la actividad del sistema nervioso simpatico contribuye al
desarrollo de hipertension, debido a un aumento en la retencién renal de sodio.
De hecho, la enervacion renal retrasa el desarrollo de la hipertensiéon en ratas
jovenes, de 7 semanas de edad (estadio precoz) (Winternitz, 1980); sin embargo,
en la fase de hipertensién establecida (mas de 18 semanas) no se producen
cambios en los niveles de presion arterial.

Varios estudios han demostrado que son los mecanismos peptidérgicos y
catecolaminérgicos centrales los que estan alterados en varias regiones cerebrales,

como el nucleo hipotalamico (Saavedra ¢t al., 1978; Versteeg et al., 1976). También
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se ha encontrado elevada la actividad de los sistemas hipotalamico-tiroideo e
hipotalamico-corticoideo.

Graham e al. (1982) demostraron la existencia de un incremento en la
densidad de los receptores a, y B, adrenérgicos en preparaciones de membrana
renal de SHR respecto a las de ratas WKY, lo que explicaria la mayor retencion de
sodio que tiene lugar en este modelo de hipertension. Se cree que el receptor a,
adrenérgico del tubulo proximal es un sitio probable de anormalidad que
predispone al desarrollo de hipertension genética en SHR.

El sistema nervioso simpatico parece participar, pues, de forma decisiva en la

patogénesis del modelo de hipertension genética SHR

2.3 Estructura vascular.

El cambio hemodinamico mas importante para el mantenimiento de esta
hipertension es el incremento de las resistencias periféricas totales. Doyle y Black
(1955) demostraron que la hipertensiéon esta asociada con un aumento en la
reactividad del antebrazo (la infusidon de agonistas provocé una mayor respuesta
presora en los pacientes con hipertension esencial que en los normotensos). Con
posterioridad, Folkow relaciond, incluso desde el punto de vista cuantitativo, estos
incrementos de la resistencia vascular y de la reactividad con las alteraciones que
tienen lugar en la arquitectura de la pared vascular, y sugiri6, que la hipertension
no cursa necesariamente con cambios en el acoplamiento excitaciéon-contraccion
(Folkow, 1978; Folkow ef al., 1958). Demostré que las alteraciones en la estructura
vascular consisten en el engrosamiento de la tinica media hacia el lumen, que
disminuye su diametro, y en el consiguiente aumento de la relacién existente entre
el grosor de la capa media y el didmetro del lumen (media/lumen).

Estos cambios han sido confirmados posteriormente por otros autores en
pequefias arterias subcutaneas procedentes de la region glautea (Schiffrin ez al,

1992; ; 1zzard et al., 1991; Korsgaard ef al., 1991; Aalkjaer et al., 1987). En modelos
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animales de hipertensiéon esencial, como el SHR, se han observado cambios
similares en la estructura de las pequefias arterias (disminuciéon del lumen e
incremento de la relacién media/lumen) independientemente de la técnica
utilizada para su deteccion (miografica o histologica) o del vaso de resistencia
examinado: mesentérico (Deng y Schiffrin, 1992; Mulvany ez a/., 1985), cerebral
(Baumbach y Heistad, 1989) o femoral (Bund ez a/, 1991).

En hipertensos esenciales, estas alteraciones estructurales son consecuencia de
la redistribuciéon de los miocitos vasculares normales (a lo que se le denomina
remodelado), sin que se modifique su crecimiento ni exista hipertrofia celular. En
SHR, este remodelado se acompafia de un incremento en el nimero de CMLV
(hiperplasia), aunque no se observa hipertrofia celular (Heagerty ez al., 1993).

Las CMLV reciben estimulos hemodinamicos y humorales anormales que
afectan a su crecimiento, disposicion geométrica y morfologia, y que producen las
modificaciones responsables de la aparicion de las lesiones descritas. La
hipertension propicia el estiramiento de las células de la pared arterial y, con ello,
el aumento de la tensiéon de la membrana plasmatica, lo que da lugar a cambios en
el citoesqueleto. En respuesta a estos estimulos se ponen en marcha los
mecanismos de sintesis de ADN, ARN y proteinas, lo que se traduce en cambios
en su crecimiento, proliferacién y capacidad para la sintesis de componentes de la
matriz extracelular. Los mecanismos no hemodinamicos implicados en el
desarrollo de estas alteraciones son un condicionamiento genético y el
desequilibrio local de sustancias que regulan el ciclo celular, a favor de aquellas

que estimulan el crecimiento (Fortuno ez al., 1997).

2.4 Sistema renina-angiotensina.

En las ratas jovenes SHR existe un claro aumento de la resistencia periférica
junto con una disminucién de la tasa de filtracion glomerular y del flujo sanguineo

renal. Estos factores suponen bien un incremento de los sistemas
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vasoconstrictores, bien una disminucién de los sistemas vasodilatadores o ambas
cosas. En este modelo de hipertension, aunque los valores plasmaticos de renina
son normales, parece que la alteracién del sistema renina-angiotensina representa
un importante papel. El contenido renal de renina esta elevado en ratas jévenes
(desde el nacimiento hasta 4-6 semanas de edad) (Saito ez @/, 1976) y desciende
con la edad, al contrario de lo que ocurre en ratas WKY, cuya actividad plasmatica
de renina permanece estable durante toda la vida. Por otra parte, se ha
comprobado que la administracién cronica de un inhibidor de la enzima de
conversion de la Ang II previene el desarrollo de la hipertension en SHR jovenes
y revierte la hipertension en SHR adultas, al reducir las resistencias periféricas
(Richer ef al., 1983). Se han obtenido resultados contradictorios al examinar la
reactividad vascular renal a Ang II exdgena en rifiones aislados y perfundidos de
SHR; no obstante, Chatziantoniou ef a/ (1990) demostraron que la reactividad
vascular a Ang II ex vivo se duplicaba en ratas SHR respecto de las ratas WKY de
la. misma edad. Todo esto hace suponer que el sistema renina-Ang esta
involucrado en la exagerada vasoconstriccién que se produce en ratas jévenes con
hipertension genética. Esta vasoconstriccion inducida por la Ang 1T es posible que
se deba a un incremento del nimero y/o la afinidad de los receptores de Ang II
en la vasculatura renal de SHR o a un incremento, en las ratas WKY, de los
sistemas vasodilatadores que se oponen a la accion de la Ang II.

Por otra parte, se ha observado que en SHR jévenes, la Ang II estimula
preferentemente la sintesis glomerular y renal de TXA, mientras que la
produccion de PGI, predomina en la edad adulta (Konieczkowski ez a/, 1983). Se
supone que la vasculatura de SHR jévenes es mas sensible a Ang II, debido a una
deficiencia de prostanoides vasodilatadores enddgenos y al consiguiente
predominio de los prostanoides vasoconstrictores, responsable de la intensa
vasoconstriccion que caracteriza a este modelo de hipertension.

Otro hecho que ratifica la participacion del sistema renina-Ang en este tipo de
hipertension es la reduccion de presion arterial que inducen los antagonistas de los

receptores de Ang II (Wong ¢# al., 1990). Dada la actividad plasmatica normal de
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renina en SHR, se ha especulado con la posibilidad de que la renina derivada del
rifion contribuya a la generacion local de Ang II para mantener el tono vascular en
estas ratas. Ademds, y puesto que los antagonistas de Ang II no promueven
excrecion de sodio y agua en este modelo de hipertension y si incrementan el flujo
plasmatico renal, se sugiere que la Ang II contribuye a la elevacion de la
resistencia vascular renal en SHR. Todos estos datos son bastante consistentes
para formular la hipétesis de que el factor responsable de la elevada resistencia
periférica y vascular renal en SHR sea una anormalidad en el sistema renina-

angiotensina tisular (Fenoy ez a/, 1991).

2.5 Funcion endotelial.

El endotelio vascular es un “6rgano” diana de la hipertension ya que, como
consecuencia de su localizacién, esta expuesto a las fuerzas mecanicas sanguineas.
El principal mecanismo inductor y mediador de la disfunciéon endotelial
hipertensiva es la presion arterial elevada, responsable de un incremento de las
fuerzas de cizallamiento sobre las células del endotelio vascular. Ello puede dar
lugar a modificaciones estructurales y/o funcionales que afectan a la produccion, a
la liberacién y a los efectos de los distintos agentes vasoactivos (Luscher, 1990a).
La disfuncién endotelial se manifiesta como una reducida respuesta vasodilatadora
dependiente de endotelio, o como una mayor respuesta vasoconstrictora
(dependiente o independiente de endotelio), ambas resultantes de una alteracién
del equilibrio que normalmente existe entre factores vasodilatadores vy
vasoconstrictores (Lahera ez al., 1997). Este desequilibrio conlleva una elevacion
de las resistencias vasculares periféricas totales y el mantenimiento o agravamiento
de la hipertension arterial.

Se ha observado, tanto en hipertensos esenciales como en modelos
experimentales de hipertension, una alteracion en la regulacion inducida por NO.

Varios estudios han demostrado que, en estos casos, se reduce la liberacion de
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NO (Cosentino ez al., 1998; Tschudi ef al, 1996) y, en consecuencia, también la
vasodilataciéon dependiente de NO (Panza e @/, 1993b; Lischer y Vanhoutte,
1986). Esto indica que la hipertension esta relacionada con la disfuncién endotelial
subyacente en la reducida biodisponibilidad de NO. Sin embargo, esta conclusion
se sostiene principalmente por los resultados obtenidos con agonistas que
estimulan la formacién de NO, pero los datos referentes a la regulacion basal del
NO en hipertension son contradictorios. En SHR, los efectos vasoconstrictores
observados con inhibidores de NO vy la expresion y actividad de la eNOS pueden
estar incrementadas (Maffei ¢z al, 2002; Nava et al., 1998; Vaziti et al., 1998;
Radaelli ez al, 1998) o disminuidas (Chou e a/, 1998). También existen
discordancias entre los resultados obtenidos con otros indicadores de la sintesis de
NO, como la concentracion en plasma y orina de metabolitos de NO (Vaziri ez al.,
1998) o la formacién de cGMP (Ruetten ez al, 1999; Nava e al, 1998). Por lo
tanto, la regulacion de NO basal en la hipertension no esta suficientemente
aclarada. El aumento de la formacion basal de NO se interpreta como un intento
ineficaz, por parte del endotelio, para equilibrar la excesiva produccién vascular de
radicales libres derivada del incremento del catabolismo de NO (Nava ¢7 a/., 1998).
En definitiva, aunque la disfuncién endotelial hipertensiva se entienda como una
respuesta defectuosa a la estimulacion de la liberaciéon de NO por agonistas, este
concepto tiene que ser también aplicado a la producciéon de NO basal.

Todos los estudios que se han realizado para analizar la funcién endotelial en
hipertension han utilizado métodos indirectos (expresion o actividad de eNOS,
determinaciéon de metabolitos de NO, etc), lo que supone ciertas limitaciones. La
medida directa de la producciéon de NO requiere técnicas sofisticadas (debido a su
corta vida media y a que se produce en muy poca cantidad) como la fluorescencia
DAF-2, que ha permitido observar, en anillos adérticos de SHR, un incremento en
la producciéon de NO basal y una respuesta menor a la liberaciéon de NO inducida
por agonistas en comparaciéon con sus controles, las ratas WK.Y (Maffei e/ al,

2002).

-55-



Introduccion.

También se ha sugerido que una producciéon exagerada de radicales libres,
como el, sea responsable de la disfuncion endotelial en el modelo SHR (Grunfeld
et al., 1995; Suzuki ez al., 1995). De hecho, la reduccion de la produccion de O,
mediante aloxantina, un inhibidor de la XO (Miyamoto ¢# al., 1996), o mediante
CuZn-SOD (Nakazono e7 al, 1991) disminuye de forma aguda la presion arterial
en ratas SHR. También se ha descrito que la administracién crénica de
antioxidantes como la vitamina E (Chen e a/, 2001) revierte la disfuncién
endotelial hipertensiva y reduce la presion arterial. Estos O, tienen la capacidad,
como ya se describid, de oxidar el NO (eliminando asi su efecto beneficioso) y
producir ONOQO, que tiene una potente acciéon oxidante y produce lesién celular
a nivel estructural y molecular (Rubanyi y Vanhoutte, 1986). E1 ONOO' reacciona
con el AA y produce 8-isoprostaglandina PGF,, que es un potente
vasoconstrictor que incrementa la presion arterial (Morrow y Roberts, 1990).
Ademas, varios estudios han demostrado que los O, pueden actuar como
vasoconstrictores (Cosentino ¢# al., 1994; Auch-Schwelk ez al., 1989) y estimulantes
de la proliferacién celular por sus efectos mitogénicos directos sobre las CMLV
(Gong et al., 1996; Rao y Berk, 1992).

Otro mecanismo que puede estar involucrado en la disfunciéon endotelial en
SHR es el aumento de la produccién de un factor endotelial constrictor. Se
especula con un derivado prostanoide del tipo prostaglandina H,/TXA, que
podria expresarse localmente en exceso, puesto que la incubacién de anillos
adrticos de animales SHR en presencia del inhibidor de la COX, indometacina,
reduce la disfuncién endotelial en respuesta a la ACh (Lahera e a/, 1993; Luscher
et al., 1990). Estudios publicados recientemente por nuestro grupo sefialan que
puede ser la PGH, el compuesto responsable del efecto vasoconstrictor (Vera et

al., 2005).
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3. Flavonoides.

3.1 Generalidades.

Dentro de los compuestos polifendlicos, los flavonoides representan la clase
mas importante y numerosa (Rice-Evans ez a/, 1998). Son miles de substancias
producidas como metabolitos secundarios por las plantas y con muy diversas
funciones en ellas, como antifungicos, bactericidas, quelantes de metales,
protectores de radiaciéon ultravioleta, colorantes y controladores de las auxinas
reguladoras del crecimiento y la diferenciacién en los vegetales, cuyo elemento
estructural comun es que todas poseen un esqueleto de difenilpirano (Ci-C,-Cy),
compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo (C) de
pirano (Martinez-Florez et al., 2002) (Figura 10). Sobre este esqueleto pueden
darse miles de substituciones, lo que origina las diferentes clases de flavonoides:
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles (catequinas y proantocianidinas),

antocianidinas, chalconas, auronas e isoflavonas (Figura 11).

Figura 10. Estructura general de los flavonoides y numeracion de sus substitnyentes.
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Flavanoles Proantocianidinas o taninos condensados
R1

g8
RS

A8
OH
OH

R, =R, = OH; R, = H: Catequina
R, =R, = R, = OH: Galocatequina

Proantocianidina trimérica

Figura 11. Principales grupos de flavonoides y sus representantes mis significativos.

Estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, encontrandose en
cantidades variables en frutas, verduras, semillas, especias y bebidas derivadas de
vegetales, como el te, las infusiones, el mosto, los zumos y el vino, por lo que
entran a formar parte de nuestra dieta (Macheix ez 4/, 1990). El consumo diario
medio en humanos de flavonoles mas flavonas se ha calculado en unos 20-25 mg
(Manach ez al, 2004), pero hay grandes variaciones dependiendo de los habitos
nutricionales y las zonas geograficas, por ejemplo, desde 5 a 125 mg de flavonoles
por dia en Italia, a una media de 82 mg de antocianidinas en Finlandia, alcanzando
incluso los 200 mg, y variando el consumo de flavonoles mas flavonas en
Alemania de 4 a 100 mg al dfa, con un consumo medio estimado en 23 mg
(Sampson ez al., 2002; Heinonen 2001; Pietta ez al, 1996; Hertog et al, 1993),
llegando a ser la ingesta diaria media del total de polifenoles probablemente de
alrededor de 1 g (Kuhnau ¢ a/., 1976). El vino tinto, por ejemplo, contiene 1,8 g/1
de polifenoles, entre los que los flavonoides forman el grupo mayoritario, con

concentraciones entre 1,36-1,5 g/1 (Waterhouse, 2002).
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El interés en los flavonoides presentes en la dieta ha aumentado en los dltimos
afios debido a la publicacién de numerosos estudios epidemiolégicos que han
mostrado una correlaciéon inversa entre el consumo diario de flavonoles vy
flavonas, y una menor incidencia y mortalidad de cancer y enfermedades
cardiovasculares (Geleijnse ¢ al., 2002; Hertog et al., 1996; Hertog et al., 1993). El
meta-analisis de siete estudios de cohortes prospectivos determind que estar entre
los individuos del tercio superior en la ingesta diaria de flavonoles se asociaba a un
menor riesgo de mortalidad debida a enfermedad cardiaca coronaria, comparados
con el tercio inferior después de ajustar el resto de factores de riesgo y de otros
componentes dietéticos (Huxley y Neil 2003).

Esto ha llevado también en los dltimos afios a un gran interés sobre los
efectos de los flavonoides en el endotelio vascular, como demuestran el gran
numero de estudios experimentales e incluso algunos clinicos (Duarte ez a/., 2001;
Appel et al, 1997), ya que parece ser una de las claves de sus efectos
cardioprotectores. La dificultad estriba en que al ser los flavonoides un grupo tan
numeroso y heterogéneo, sus efectos pueden diferir entre ellos tanto cuantitativa
como cualitativamente. La mayorfa de los datos disponibles se basan en alimentos
ricos en flavonoides, como el coco, o en bebidas que los contienen en altas
proporciones, como el vino, los zumos y el té; o en extractos de vino o zumos de
frutas; o en algunos compuestos aislados como kaempferol, delfinidina y
quercetina; lo cual hace muy dificil extrapolar resultados al comparar unos con
otros. El flavonol quercetina representa el 60-75% del total de flavonoles mas
flavonas de la dieta (Hertog ef al, 1993), siendo las principales fuentes de
flavonoles, y sus concentraciones medias: las cebollas (350-1200 mg/kg), la col
rizada (300-600 mg/kg), el puerro (30-225 mg/kg), los tomates cherrys (15-200
mg/kg), el brécoli (40-100 mg/kg), los arandanos (30-160 mg/kg), las manzanas
(20-40 mg/kg), las habas (10-50 mg/kg), las uvas tintas (15-40 mg/kg), la infusién
de te negro (30-45 mg/1), la infusién de te verde (20-35 mg/1) y el vino tinto (2-30
mg/l) (Manach ¢ al, 2004). Un amplio rango de acciones bioldgicas de los

flavonoides, incluyendo sus propiedades antioxidantes, antiagregantes plaquetarias
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y vasodilatadoras (Rice-Evans e al, 1998; Duarte e al, 1993) (Figura 12),
concuerdan con los efectos protectores de quercetina en los modelos estudiados
de enfermedades cardiovasculares (Galisteo ez al., 2004; Duarte et al., 2001), por lo
que puede representar uno de los principales promotores de los saludables efectos

cardiovasculares de los flavonoides.

Reduccion del dafio por Mejora de las enfermedades
isquemia-reperfusion cardiovasculares
* Quelacion de metales * | Disfuncién endotelial
.l Gdooxigenasa * Antihipertensivos
° l 5-111300x1genasa I Vasodilatadores
* | Activacién del complemento | Vasoconstrictores
« | Micloperaxidacion « Antiagregantes plaquetatios
¢ | Inmovilizacién leucocitatia * Antiaterogénicos
| Apoptosis
‘ ' « | IDL oxidadas
Acciones de los I
[Anmmnmmgan%]‘ll Havonoides ‘.’ o el cstrds
* Antivitales oxidativo
o | Proliferacion celular l
« § Angiogénesis Antioxidantes
* Antioxidantes Reduccion dela *1 Biodisponibilidad de NO
inflanacion | NADPH axicasa
| Xantina oxidasa
o| Activacion dd complemento ~ * Gd(x)xlgenasa
| Micloperoxidacion *4 5-Lipooxigenasa
«| Inmovilizacion lencocitaria.  *3 Desacoplamiento de eNOS
* Quelacion de metales | Enzimas antioxidantes

o Gdooxigenasa

Figura 12. Esquema de las actividades biolggicas de los flavonoides y sus principales efectos
saludables. l :Dismzinucion, inhibicion. I Aumento, estimmlacion.
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3.2 Proceso ADME de flavonoides y quercetina.

Los flavonoles han sido muy estudiados, principalmente porque se encuentran
ampliamente distribuidos en los vegetales que forman parte de nuestra dieta
(Hertog ez al., 1993).

Los procesos de absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion que se dan
en el organismo han sido ampliamente estudiados para algunos de los flavonoides,
pero debido a sus diversos efectos y propiedades, es dificil extrapolar resultados o
asumir un Mismo mecanismo o proceso para todos, por eso nos centraremos en la
quercetina, el principal flavonol objeto de esta Tesis, del que se sabe bastante

sobre su farmacocinética.

3.21 Absorcion.

En los alimentos, todos los flavonoides, excepto los flavanoles, se encuentran
como glicosidos (unidos a diferentes azucares), lo que influye en su absorcion
(aunque no en la proporcién de sus metabolitos circulantes). Aunque en estudios
anteriores no se habfa observado, Hollman ez 4/ (1995) demostraron que
quercetina era absorbida por los humanos. Quercetina y otros flavonoides puede
ser absorbida en el estobmago, pero no sus formas glicosiladas (Crespy ez al., 2002).
Sélo las agliconas y algunos glucésidos pueden absorberse en el intestino delgado,
otros, como los thamnésidos, necesitan ser hidrolizados por las rhamnosidasas de
la microflora colénica antes se absorberse, por lo que las agliconas y glucésidos se
absorben mas rapido, lo que esta claro en el caso de quercetina. El pico maximo
de absorcién se da a las 0,5-0,7 horas tras la ingestién de quercetina 4’-glucésido, y
tras 0-9 horas tras la ingestion de rutina (quercetina-3@-rutésido) (Graerfe ef al,
2001). Los glucésidos de quercetina se absorben en el intestino delgado, y mas
eficazmente incluso que la aglicona sola debido probablemente a la existencia de

un transportador de glucosa dependiente de sodio en la membrana de los
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enterocitos, el SGLT1 (Hollman ez al, 1995), en los cuales setrfan hidrolizados por
B-glucosidasas. La mayoria de los polifenoles son probablemente demasiado
hidrofilicos para atravesar la pared intestinal por difusién pasiva, pero no se han
identificado claramente los transportadores de membrana que deben estar
implicados en su absorcion. Asi, la biodisponibilidad de quercetina varfa segun las
diferentes fuentes alimenticias, dependiendo del tipo de glicésidos que contengan.
Por ejemplo, las cebollas, que contienen glucésidos, son mejores fuentes de
quercetina biodisponible que las manzanas o el te, que contienen rutina y otros
azucares.

Durante muchos anos se discutié la presencia en plasma de glicosidos de
quercetina, pero actualmente esta aceptado que estos compuestos no se
encuentran en el plasma a dosis nutricionales, y que practicamente tampoco esta
presente como aglicona, sino en sus formas conjugadas (Graefe ez a/., 2001; Sesink

et al., 2001).

3.22 Metabolismo.

El 20-40% de quercetina es metilada en la posicion 3°, formandose
isothamnetina (Day ¢ al, 2001). La catecol-O-metil transferasa (COMT) es la
enzima que cataliza la transferencia de un grupo metilo de la s-adenosil-I-
metionina a polifenoles con una parte catecdlica, y aunque esta presente en
numerosos tejidos, es sobre todo activa en el higado y los rifiones. Tras la
ingestion de cebollas, ricas en quercetina, se encontraron en plasma los
metabolitos quercetina-3-O-glucurénido, 3’-O-metilquercetina-3-O-glucurénido y
quercetina-3’-O-sulfato mayoritariamente (Day ez a/., 2001). Las sulfotransferasas
catalizan la transferencia de un grupo sulfato de la 3’-fosfoadenosin-5-
fosfosulfato a un grupo hidroxilo en diversos substratos, como los flavonoides, lo
que ocurre en el higado (Piskula MK. et 4/, 1998). Y las UDP-
glucuronosiltransferasas, enzimas unidas a membrana en el reticulo endoplasmico

de numerosos tejidos, son las encargadas de catalizar la transferencia de un grupo
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glucurénico desde el acido UDP-glucurénico a la mayorfa de los constituyentes de
la dieta, como los flavonoides. En ratas, la glucuronidacion de los polifenoles se
da en el intestino delgado, en los enterocitos, antes de la posterior conjugacion
hepatica (Crespy ez al., 2001), lo que probablemente se dé también en humanos.
Ademas de las transformaciones que se dan durante estos procesos, la
microflora intestinal también puede producir acidos fendlicos y aromaticos a
partir de los flavonoides. Asi, la degradacion de quercetina produce
principalmente 4cido 3,4-dihidroxifenil acético, acido 3-metoxi-4-hidroxifenil
acético, acido 3 hidroxifenil acético y quercetina 3’-O-sulfato (Aura ef al., 2002;
Day et al, 2001). La excreciéon urinaria de metabolitos microbianos fue de
alrededor del 50% de la dosis en voluntarios tratados con 75 mg de rutina (Sawai

et al., 1987), lo que muestra la importancia de estos procesos.

3.23 Distribucion.

La incubacion iz vitro de quercetina con plasma sanguineo humano mostré que
ésta se une ampliamente a proteinas plasmaticas (un 99% a concentraciones por
encima de 15uM/L). También sus metabolitos se unen intensamente a proteinas
plasmaticas en el plasma de ratas alimentadas con una dieta enriquecida en
quercetina (Manach ef al, 1995), principalmente a albumina. El efecto de la
conjugacion es desconocido, pero probablemente dependera de la posicion de la
substitucién, y ya se demostré (Dangles ez al, 1999) que la parte catecol de la
quercetina unida a albumina permanecia accesible a agentes oxidantes, lo que
sugiere que quercetina podria ejercer sus efectos, antioxidantes y demas, incluso
unida a protefnas plasmaticas.

La particiéon de los polifenoles y sus metabolitos entre las fases acuosas y
lipidicas es ampliamente favorable a la acuosa, por su hidrofilia y su unién a
albumina. Pero en algunos modelos de membranas lipofilicas, algunos polifenoles

penetraron las membranas en diferentes grados. Quercetina mostré la interaccion
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mas profunda, probablemente debido a su capacidad para adquirir una
conformacion planar (Van Acker ez al., 1990).

Las concentraciones plasmaticas obtenidas con quercetina son muy variadas
dependiendo de los estudios. Las concentraciones medias para quercetina tras una
noche de ayuno fueron de unos 50-80 nM/L, y los valores disminuyeron con una
dieta pobre en polifenoles en voluntarios sanos (Erlund e a/, 2002). En otros
estudios, la concentracién en plasma alcanzé 1,5 puM/L tras 28 dias de
suplementacién con una alta dosis de quercetina (mas de 1 g/dia) (Conquer e7 al.,
1998), y 0,63 uM/L tras la suplementacion con 80 mg/dia de quercetina durante 1
semana (Moon ef al, 2000). En el trabajo comparativo de 97 estudios de
biodisponibilidad de polifenoles en humanos (Manach ez a/, 2005), se determiné
que la concentracién maxima media en plasma para los glucésidos de quercetina
era de 1,46 + 0,45 uM/L. Hay que sefialar que hay una gran variacion
interindividual, ya que unas personas pueden absorber mejor que otras,
posiblemente debido a polimorfismos de las enzimas intestinales o los
transportadores.

Actualmente, sin embargo, la determinacién de la biodisponibilidad de los
polifenoles y sus metabolitos en los tejidos parece ser mucho mas importante que
el conocimiento de sus concentraciones plasmaticas, pero los datos son muy
escasos, incluso en animales. A través de polifenoles marcados radiactivamente, se
ha determinado que de 1 a 6 horas después de una tnica dosis en ratas o ratones,
estos compuestos se encuentran distribuidos por sangre y tejidos del sistema
digestivo, como estomago, intestino e higado (Mullen ez a/, 2002; Ueno e# al.,
1983). Pero también se han detectado en muchos mas tejidos, como cerebro,
células endoteliales, corazon, rifiones, pancreas y huesos (Youdim ez al, 2000;
Chang ef al., 2000; Kim ez al., 2000). Las concentraciones en estos tejidos fueron
de 30 a 3000 ng de aglicona/ g de tejido, dependiendo de la dosis administrada y
el tejido considerado. Es importante sefalar respecto a este tema que algunos
tejidos son capaces de incorporar polifenoles mediante mecanismos especificos.

Asi, el endotelio parece ser uno de los principales lugares de accidén de los
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flavonoides, ya que incluso hay un rapido sistema de transporte activo en las
células endoteliales adrticas para la entrada en ellas de flavonoides como morina
(Schramm ef al., 1999). La naturaleza de los metabolitos en los tejidos podtia ser
distinta de los encontrados en sangre, debido a la entrada o eliminacién especifica
tisular de algunos metabolitos o a un metabolismo intracelular. Aunque hay pocos
estudios al respecto (Maubach ez al., 2003; Hong ef al., 2002), estos indican que las
concentraciones plasmaticas de flavonoides no estan directamente relacionadas
con las concentraciones de éstos en los tejidos diana, y que la distribucion entre
sangre y tejidos también varia dependiendo de los polifenoles tratados.

Un caracteristica de la biodisponibilidad de quercetina, que la diferencia de la
mayoria de los flavonoides, es que la eliminaciéon de sus metabolitos es muy lenta,
con unas vidas medias de entre 11-28 horas (Graefe ¢ al., 2001), lo que facilita su
acumulacion en plasma y tejidos tras dosis repetidas o un consumo frecuente de

productos vegetales, que alarga la duracion de sus efectos.

3.24 Excrecion.

Los polifenoles pueden ser excretados por la via urinaria, o por la biliar los
metabolitos mas grandes o extensamente conjugados, dependiendo del polifenol
en cuestion. La excrecion biliar de estos compuestos en humanos no se ha
examinado, por lo que todos los datos hacen referencia a animales de laboratorio.
Las bacterias intestinales, gracias a sus B-glucuronidasas, pueden liberar las
agliconas de los metabolitos conjugados secretados con la bilis, y estas agliconas
pueden ser reabsorbidas, entrando en un ciclo enterohepatico, lo que parece
demostrado en ratas para la genisteina (Coldham e @/, 2000) y en humanos para
hesperedina y las isoflavonas de la soja (Manach ez 4/, 2003; Watanabe ez al., 1998).

Para quercetina y sus glicésidos la excrecion urinaria es del 0,3-1,4% de la
dosis ingerida (Graefe ef al., 2001), o 2,5 £ 1,2% segin el resultado global de los
97 estudios sobre biodisponibilidad de flavonoides (Manach ez a/, 2005). Estos
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bajos valores no estan muy alejados entre si, e indican una importante excrecion

biliar lo que concuerda con su intenso metabolismo.

3.3 Efectos vasculares in vitro de quercetina.

Los efectos vasculares de varios flavonoides se han estudiado ampliamente en
ensayos . vitre. Sin embargo, hay que tener mucho cuidado a la hora de extrapolar
el resultado de estos estudios para explicar los efectos 7z vivo, puesto que la
biodisponibilidad de los flavonoides no se conoce con exactitud.

Como ya se ha explicado en el apartado 3.2, quercetina se metaboliza
intensamente, primero en los enterocitos y después en el higado, por lo que se
cree que muchos de sus efectos iz vivo podrian deberse a sus metabolitos
conjugados. Pero los estudios sobre los efectos de estos metabolitos es muy
escasa y, hasta el momento, no se sabe qué efectos z vitro del flavonoide “madre”

pueden corresponderse también con los de sus metabolitos.

3.31 Efecto directo sobre el tono del musculo liso y la proliferacion de

fibras musculares.

Tanto quercetina como otros flavonoides relacionados ejercen un efecto
vasodilatador directo, no mediado por endotelio, en arterias aisladas (Duarte ¢ a/,
1993; Duarte ¢/ al. 1993b; Fitzpatrick ez al. 1993). Este efecto vasodilatador se da
en arterias contraidas con diferentes agentes vasoconstrictores, como NA, ET-1,
TXA,, ésteres de forbol (activadores de PKC), y KCl. Los mecanismos
moleculares involucrados podrian estar relacionados con diferentes acciones sobre
protein-kinasas como la kinasa de cadenas ligeras de miosina (MLCK) y PKC. Es
interesante resaltar que quercetina y sus metabolitos no conjugados son mas
potentes en arteria coronaria (Ibarra ef al, 2002) y en arterias de resistencia que en

vasos de conductancia (como la aorta) (Pérez-Vizcaino ef al., 2002).
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Distintos estudios han mostrado que quercetina (y otros polifenoles) inhibe la
proliferacion e hipertrofia de células del musculo liso vascular en cultivos celulares
Asi, los efectos inhibidores de quercetina sobre la sintesis de ADN en células del
musculo liso vascular estimuladas con TNF-a parecen estar relacionados con una
menor actividad de ERK 1/2 (Moon ez al., 2003), una kinasa importante en la
proliferacion y diferenciacion celulares. Sin embargo, en células de musculo liso
vascular estimuladas con angiotensina II, tanto quercetina como sus metabolitos
glucurono conjugados inhibieron la hipertrofia celular disminuyendo la via de la
JNK (Yoshizumi e al, 2002). Quercetina bloquea el ciclo celular en la fase G1,
como consecuencia de la regulacion a la baja de ciclinas y kinasas dependientes de
ciclinas (CDKS5s) y la regulacion al alza de la expresion del inhibidor de CDK p21
en células del masculo liso vascular (lijima ez al, 2002). Ademas, quercetina
estimula la apoptosis de las células musculares lisas vasculares con fenotipo
intimal, que predominan en el proceso de génesis de la placa de ateroma (Pérez-

Vizcaino et al., 2000)

3.32 Efectos sobre el 6xido nitrico.

Se ha descrito un efecto vasodilatador dependiente de endotelio para
numerosos flavonoides, como delfinidina y crisina (Duarte ez al, 2001b;
Andriambeloson e¢f al., 1999), pero para otros, como quercetina, este efecto podria
estar enmascarado por una vasodilatacién directa, independiente de endotelio
(Andriambeloson ez al., 1998; Duarte ez al., 1993). La vasodilatacion dependiente
de endotelio inducida por una mezcla de polifenoles del vino y por delfinidina es
inhibida por inhibidores de NOS, indicando que esta mediada por la via del NO-
cGMP. Este efecto parece estar relacionado con una mayor produccion de NO
mas que con una protecciéon del NO. Estos flavonoides aumentan los niveles
citosolicos de Ca* (Andriambeloson ¢f al., 1999, 1998,1997), lo que activa la
eNOS. Este aumento de Ca®" en células endoteliales se inhibié con una mezcla de

Cat y SOD, lo que indica que esta relacionado con la generacién de O, inducida
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por los polifenoles (Duarte ez al, 2004). Por el contrario, crisina provoca la
activacion de la eNOS por una via independiente de calcio y relacionada con la
fosforilacion a través de la PKB (Villar ¢z /., 2005).

Los flavonoides, al captar O, o disminuir su sintesis, protegen al NO de su
inactivaciéon por O,, aumentando su vida media y sus efectos vasculares (Lopez-
Lépez et al., 2004). Debido a sus acciones antioxidantes, los flavonoides pueden
proteger al cofactor de la eNOS, BH, de la oxidacién y asi evitar el
desacoplamiento de la enzima y la generacién de O, por ésta. Asi, cuando hay
gran cantidad de O,, los flavonoides aumentan los niveles de NO y la
vasodilataciéon dependiente de endotelio, revirtiendo el estrés oxidativo que
provoca la disfuncién endotelial.

Sin embargo, los flavonoides, paraddjicamente, también pueden captar NO
(Van Acker ez al,, 1995), o auto oxidarse en medios acuosos, produciendo O, lo
que lleva también a la inactivacion de NO (Lépez-Lopez et al., 2004). Pero la
velocidad de captacion de NO por los flavonoides, entre ellos quercetina, es muy
baja, menor incluso que la de hemoglobina, que es un captador fisiol6gico de NO.

El NO produce la vasodilatacién arterial activando la GCs en las CMLYV,
aumentando as{ su contenido en cGMP (Warner e al, 1994). Este cGMP es
metabolizado por las PDEs, por lo que las acciones del NO vy la vasodilatacion
dependiente de endotelio estin muy influenciadas por la actividad de las estas
enzimas. Asi, la inhibicién de PDEs, puede prevenir la disfuncién endotelial en
determinadas circunstancias (Vlachopoulos ¢7 a/., 2003). Muchos flavonoides se ha
demostrado que inhiben numerosas isoformas de PDEs (Picq ¢z al., 1989), por lo
que la inhibicién de PDEs podtia ser otro mecanismo por el cual los flavonoides
prevendrian la disfuncion endotelial .

Los flavonoides también pueden regular la actividad del NO influyendo sobre
el ARNm de eNOS o sobre la expresion proteica de la enzima, como demuestra el
hecho de que la incubacién a largo plazo de células endoteliales con polifenoles
del vino o con antocianidina, aument6 la expresion de eNOS aunque la mayoria

de los flavonoides no tuvo efecto (Wallerath ez a/., 2003).
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3.33 Efectos antioxidantes.

Los efectos beneficiosos de los flavonoides suelen atribuirse generalmente a su
gran capacidad antioxidante. Quercetina y otros flavonoides son potentes
captadores de ROS, como el O,, OH y H,O,, a concentraciones micromolares
(Ozgova et al, 2003). También se ha demostrado que los metabolitos
glucurénidos de quercetina tienen propiedades antioxidantes (Moon ef al., 2001).
Pero aparte de estas propiedades como captadores de ROS, los flavonoides son
capaces de inhibir numerosas enzimas generadoras de ROS, lo que puede ser aun
mas importante. Entre estas se incluyen la XO (Chang WS. ez a/, 1993), la COX
(Ferrandiz et al, 1991) y la NAD(P)H oxidasa de membrana en neutrofilos
(Tauber AL et al., 1984) y en CMLV (Lodi ¢ al., 2006). También pueden estimular
otras con capacidad antioxidante, como Cat y SOD (Sudhees ef 4/, 1999). Al
disminuir las concentraciones celulares de O, a través de estos mecanismos, los
flavonoides protegen el NO y aumentan su actividad biologica. Ademas, son
potentes inhibidores de la oxidaciéon de las LDL, un proceso clave en la
patogénesis de la aterosclerosis. Las propiedades hidrofilicas de los flavonoides
facilitan su localizacion en la fase acuosa y protegen a los lipidos, la vitamina E y
las LDL del ataque inicial de radicales hidrofilicos. Ademas, los flavonoides
previenen la citotoxicidad de las LDL oxidadas.

Sin embargo, los flavonoides también pueden ser pro-oxidantes, como ya se
comentd en el apartado 1.32. Quercetina puede auto-oxidarse en soluciones
acuosas y generar radicales libres (Lépez-Lopez ef al., 2004), ademas de disminuir
los niveles de tioles intracelulares, como el glutation. Pero este efecto pro-
oxidante puede ser paraddjicamente beneficioso, ya que podrtia jugar un papel
positivo en la disfunciéon endotelial, porque la generaciéon de O, en las células
endoteliales puede estimular la sefial del Ca®" y aumentar asi la actividad eNOS y

la liberacion de EDHF (Duarte 7 al., 2004).
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3.34 Efectos sobre el factor hiperpolarizante derivado de endotelio.

Los flavonoides pueden también producir vasodilataciéon dependiente de
endotelio estimulando la liberaciéon del EHDF. Asi, los polifenoles del vino tinto
producen una relajacion dependiente de endotelio e hiperpolarizaciéon en anillos
de arteria coronaria porcina en presencia de una combinacién de inhibidores de
NOS y COX (Ndiaye ef al., 2003). Estos efectos se inhibieron con la combinacién
de charibdotoxina mas apamina, y se redujo con antioxidantes, analogos de SOD
permeable a membranas, y DPI, el inhibidor de enzimas con grupos flavin. Esto
muestra que dichos polifenoles producen una relajacién mediada por EDHF
relacionada con mecanismos prooxidantes. La flavona crisina también se ha
sugerido que libera EDHF ademas de NO en lecho vascular mesentérico

perfundido (Villar ez a/., 2004).

3.35 Efectos sobre endotelina-1.

Bajas concentraciones de polifenoles de vino tinto son suficientes para inhibir
poderosamente la liberacion de ET-1 y la transcripcién de pre-pro-endotelina-1 en
células endoteliales adrticas bovinas. Pero ninguno de los compuestos aislados
(como quercetina o resveratrol) tuvo esa capacidad a esas concentraciones (Corder
et al., 2001). Sin embargo, se ha visto que quercetina es capaz, a concentraciones
de 0,5-50 uM, de inhibir la liberacion de ET-1 en células endoteliales umbilicales
humanas cultivadas (Zhao ez a/, 1999). Aunque no hay datos disponibles de los
efectos in vivo de flavonoides aislados sobre la producciéon de ET-1, nuestro
equipo ha demostrado recientemente que la administracién crénica de los
polifenoles del vino tinto disminuyen los niveles plasmaticos de ET-1 en ratas con

hipertension DOCA-sal (Jiménez ez al., 2007).
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3.36 Efectos sobre la apoptosis y la proliferacion de células endoteliales.

La apoptosis de células endoteliales evidentemente influye sobre la
permeabilidad del endotelio vascular, lo que puede facilitar el desarrollo de
diversas patologias. Los flavonoides han demostrado tener un doble efecto en la
apoptosis de estas células, ya que pueden ejercer efectos antiapoptdticos o
proapoptéticos, para mantener la adecuada integridad y funcionalidad del
endotelio.

In wvitro, ejercen efectos que protegen de la apoptosis mediada por LDL
oxidadas y H,O, en células endoteliales de aorta bovina y fibroblastos (Vieira e 4/,
1998), lo que parece estar relacionado con la homeostasis del calcio. También otro
flavonoide del vino, delfinidina, protege a las células endoteliales de la apoptosis
ademas de aumentar la expresion de eNOS a través de un mecanismo sensible a la
inhibicién de protein kinasas activadas por mitégeno (MAPKs) (Martin et al,
2003).

También se ha observado que algunos flavonoides promueven la apoptosis de
células tumorales (Pan ez al., 2000), y pueden modular el nivel de expresion de
proteinas protectoras (Bcl-2, Bxl-xI., Al) o factores proapoptéticos (Bax, Bid,
Bak) (Nam ez a/., 2001).

Hay pocos estudios sobre los efectos de los flavonoides en la proliferacion
endotelial, aunque en general se consideran inhibidores de este proceso. Tanto
quercetina, resveratrol como delfinidina han mostrado ser inhibidores de este

proceso (Favot ez al., 2003; Igura et al., 2001).
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3.4 Efectos in vivoy ex vivo de quercetina.

3.41 Sobre la funcién endotelial en l1a hipertension.

La elevacion de la presion sanguinea es un factor importante y comun en las
principales enfermedades cardiovasculares, como enfermedad coronaria, infarto
cerebral, enfermedad arterial periférica, enfermedad renal e insuficiencia cardiaca
(Kannel 2000). Es bien conocido el efecto antihipertensivo de la dieta rica en
frutas y vegetales en pacientes hipertensos (Appel et al, 1997), y se ha atribuido
principalmente a los antioxidantes presentes en estos alimentos, entre los que
abunda, como hemos visto, quercetina.

Asi, el tratamiento crénico con quercetina (5 o 10 mg/Kg/dia) disminuy6 la
presion arterial en todos los modelos de hipertension ensayados, incluyendo SHR,
ratas deficientes en NO (tratadas cronicamente con L-NAME), ratas hipertensas
DOCA-sal, ratas hipertensas Dahl sensibles a la sal, y ratas hipertensas Goldblatt
dos rifiones un clip (Manach ez al, 2006; Garcia-Saura ez al., 2005; Galisteo ef al.,
2004; Aoi et al, 2004; Duarte et al, 2002; Duarte et al, 2001). Es interesante
seflalar que estos importantes efectos antihipertensivos son independientes del
nivel de estrés oxidativo, el dafio renal, el NO y el estatus del sistema renina-
angiotensina. También produjo una protecciéon en los oOrganos diana de la
hipertensién en estos animales, reduciendo los indices cardiacos y renales, la
proteinuria y el remodelado vascular asociado a la hipertension. Estos efectos
preventivos sobre cambios estructurales podrian deberse a la reducciéon de la
presion sanguinea y la consiguiente disminucion del efecto tréfico de las fuerzas
hemodinamicas, pero también podrian deberse al efecto antiproliferativo directo
de quercetina ya antes mencionado (apartado 1.36).

Estos modelos experimentales de hipertension y la hipertensién esencial
humana se asocian a una disminuida vasodilatacién dependiente de endotelio. En

SHR, DOCA-sal y ratas Goldblatt, el tratamiento crénico con quercetina mejoro
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la funcién vasodilatadora endotelial, analizada mediante la respuesta relajante a la
acetilcolina. También se encontraron altos niveles de metabolitos de NO (nitritos
y nitratos) en la orina de estos animales tratados con quercetina. Todos estos
modelos se asocian con un elevado estrés oxidativo, tanto plasmatico como
vascular y hepatico, medido a través de los niveles de MDA plasmaticos y tisulares
o isoprostano en orina. Quercetina también redujo estos parametros (Garcfa-
Saura ez al., 2005; Galisteo ¢# al., 2004; Duarte et al., 2002; Duarte ez al., 2001). Asi,
el conjunto de estos datos apunta hacia la menor inactivacién de NO por O,
explicada anteriormente (apartados 1.32 y 1.33).

Ademas, pueden darse cambios aparentes en la vasodilatacion dependiente de
endotelio como consecuencia de la reduccién en la liberaciéon de prostanoides
vasoconstrictores derivados de endotelio (Auch-Schweld e# al., 1990; Yang ez al.,
2003). El tratamiento crénico con quercetina no modificé la vasoconstriccion
dependiente de endotelio en SHR (Duarte ¢ al., 2001), pero si en ratas deficientes
en NO y en ratas Goldblatt (Garcia-Saura ez a/., 2005; Duarte e al., 2002). Pero es
interesante sefialar que la produccion adrtica del vasoconstrictor derivado de
endotelio TXA, estaba aumentada en los tres modelos respecto a sus controles
normotensos, y quercetina redujo estos niveles adrticos de TXA, en las ratas
deficientes en NO y en las ratas Goldblatt, pero no, como la vasoconstriccién, en
las SHR (Garcia-Saura e7 al., 2005; Duarte ez al., 2002).

Pese a todos estos efectos, quercetina tuvo efectos minimos o nulos sobre la
presion arterial y la funcidén endotelial en los animales normotensos, lo que
concuerda con la falta de efecto sobre la presion arterial de una alta dosis de
quercetina en sujetos sanos (Conquer ¢ al, 1998), y el minimo efecto de una dieta
rica en frutas y verduras en personas normotensas (Appel et al., 1997). Esto parece
indicar que quercetina (y flavonoides relacionados), podria ejercer sus efectos
sobre la funcién endotelial especificamente cuando dicha funcién endotelial se
encuentra disminuida y la presion sanguinea elevada.

Recientemente se ha publicado que el consumo de una dieta suplementada

con quercetina (1,5 g/Kg de dieta) en SHR de 5 semanas de edad durante un
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periodo de 5 a 11 semanas, no reduce la presioén arterial ni las complicaciones
organicas asociadas, entre ellas la disfuncién endotelial. Por el contrario, la
administracion mediante sonda gastroesofigica de 10 mg/kg de quercetina
durante 4 dias consiguié disminuir la presion arterial. Estos datos indican que el
modo de administracion es un determinante critico de los beneficios
cardiovasculares de quercetina, posiblemente relacionados con los niveles
plasmaticos alcanzados de quercetina y/o sus metabolitos (Catlstrom ef al., 2007).
Hasta el momento no se han publicado estudios con pacientes hipertensos y
tratados con flavonoides aislados, como quercetina. Pero hay algunos sobre los
efectos de alimentos ricos en flavonoides, como el coco y los zumos de frutas. En
un estudio con 12 pacientes hipertensos a los que se les administro
alternativamente durante 5 semanas un zumo rico en flavonoides, y otro pobre en
ellos, se vio que el primero redujo significativamente la presién sanguinea en estos
sujetos (Reshef ez al, 2005). En otro estudio se demostrd que el chocolate negro,
rico en flavonoides, redujo significativamente la presion sanguinea y la resistencia
a la insulina, y mejoré la vasodilataciéon dependiente de endotelio (determinada a
través de la vasodilatacion inducida por flujo), comparado con el chocolate
blanco, pobre en flavonoides. Esto sugiere que los alimentos ricos en flavonoides
ejercen un efecto beneficioso sobre la presion arterial y la funcién endotelial en

pacientes hipertensos.

3.42 Sobre la oxidacion de LDL y aterosclerosis.

Uno de los mecanismos ya mencionado (apartado 1.33) responsable de la
disfuncion endotelial es el aumento de la oxidacién de las LDL. Los flavonoides,
gracias a su acciéon antioxidante, reducen la sensibilidad de los lipidos a la
oxidacién. En hamster, los polifenoles del vino y el mosto de uva redujeron las
concentraciones plasmaticas de lipidos (Vinson e# al., 2001), lo que concuerda con
estudios en humanos. El consumo de vino tinto durante 2 semanas produjo una

reduccion del 20% en la tendencia del plasma sanguineo a suftir peroxidaciéon en
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sujetos sanos (Fuhrman e/ a/, 1995). La ingestion a corto plazo de mosto de uva
mostré una reducciéon en la susceptibilidad de las LDL a oxidarse en pacientes
con enfermedad coronaria (Stein ef al, 1999). Sin embargo, en otros estudios en
humanos, la oxidaciéon de las LDL no se vio modificada por el consumo de
flavonoides (de Rijke ez a/., 19906), por lo que el efecto de los flavonoides sobre la
oxidacién de las LDL podria variar dependiendo de su estructura, la fuente y la
dosis. Ademas de esto, numerosos flavonoides han demostrado prevenir el
desarrollo de las lesiones ateroscleréticas en ratones deficientes en Apo E, sin

afectar a los niveles LDIL-colesterol o HDL-colesterol (Hayek ez a/., 1997).

3.43 Sobre las enfermedades coronarias.

La patofisiologia de la enfermedad isquémica cardiaca y los sindromes
coronarios agudos implica multiples alteraciones tanto en la reactividad como en
la estructura vascular y en las interacciones entre la pared del vaso y los elementos
sanguineos circulantes (Libby 2001).

Los efectos antiaterogénicos y antihipertensivos descritos de los flavonoides
(apartados 1.43 y 1.42) podrian prevenir el desarrollo de enfermedades coronarias,
y sus propiedades antiagregantes plaquetarias (Gryglewski ez a/., 1987), reductoras
de la expresion de MMP-2 y MMP-9 (Huang e al, 1999) y sus efectos
vasodilatadores coronarios (Ibarra e al, 2002) podrian ser mecanismos
protectores contra los accidentes coronarios agudos.

La disfunciéon endotelial en la enfermedad coronaria es conocida desde hace
tiempo (Ludmer ef al, 1986). La baja biodisponibilidad de NO endotelial esta
relacionada con la génesis, desarrollo y las complicaciones de la aterosclerosis
coronaria. Asi, enfermos coronarios tratados con mosto de uva o té, mostraron un

aumento en la vasodilatacion coronaria (Stein ef al, 1999).
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3.44 Sobre el infarto cetrebral.

La causa principal de infarto cerebral es la interrupcion del flujo sanguineo
cerebral que se da durante una obstrucciéon venosa o arterial (por un émbolo,
como un fragmento de placa de ateroma, o por una trombosis local), o durante
un paro cardiaco. Los flavonoides podrian usarse tanto tratamientos preventivos
como agudos de estos sucesos (Simonyi ¢f al, 2005), ya que, como se ha dicho,
previenen la disfuncién endotelial (apartado 1.32) responsable de la aterosclerosis
y la trombosis, y disminuyen la presion arterial (apartado 1.41) y el colesterol
sanguineo (apartado 1.42). Quercetina ha demostrado ser capaz de eliminar los
aniones O, liberados durante la reperfusion (el retorno del flujo sanguineo) tras la
isquemia cerebral en un modelo de oclusiéon de cuatro vasos en ratas (Dajas e al.,
2003). Consecuentemente, también disminuyé significativamente el volumen
infartado tras la ligadura de la arteria cerebral media en un modelo de oclusion
permanente de la arteria cerebral media en ratas. También se han investigado los
efectos protectores de los polifenoles del vino en un modelo de isquemia cerebral
localizada en ratas. Asi, una semana de tratamiento oral con un extracto de
polifenoles de vino tinto antes de la induccién de la isquemia, mostré que aunque
estos no modificaron el metabolismo energético ni el estrés oxidativo, si redujeron
la excitotoxicidad inhibiendo la liberacién masiva de glutamato y aspartato.
También aumentaron el flujo sanguineo residual tanto durante la oclusiéon como
durante la rapida reperfusion. Ademas, pueden inducir un remodelado vascular,
con un aumento del diametro interno de los vasos cerebrales. Y reducir el tamafio
de la zona cerebral infartada, lo que se relaciona con la inhibicién de la
excitotoxicidad inducida por la isquemia y con el aumento del flujo sanguineo
cerebral (Curin ef al., 2005; Curin et al., 2004). Todos estos datos sostienen la idea

de los efectos protectores de los polifenoles en general frente al infarto cerebral.
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Justificacion y objetivos.

Justificacion y objetivos del trabajo.

Los flavonoides abarcan un amplio grupo dentro de los compuestos
polifendlicos, encontrandose distribuidos extensamente en las plantas y
presentandose en cantidades variables en las verduras y la fruta que ingerimos
como parte de nuestra dieta (Rice-Evans y Packerl., 1998). El consumo diario
medio estimado del ser humano de flavonoides es de 20-25 mg (flavonoles mas
flavonas), del que quercetina representa alrededor de un 60-75% (Hertog ez al.,
1993a). El meta-analisis de siete estudios prospectivos de cohorte sobre la ingesta
de flavonoides dietéticos concluyé que los individuos incluidos en el tertil superior
de ingesta de flavonoles se asocia a un menor riesgo de mortalidad por
enfermedad cardiaca coronaria con respecto a los incluidos en el tertil inferior,
después del ajuste para los factores de riesgo conocidos y otros componentes
dietéticos (Huxley y Neil, 2003).

Los efectos protectores cardiovasculares de la quercetina se han relacionado
con una gama muy amplia de acciones biologicas, entre las que se incluyen la
antioxidante, antiagregante plaquetaria y vasodilatadora (Rice-Evans y Packerl.,
1998; Duarte et al, 1993a). Ademas, varios estudios han encontrado que el
tratamiento crénico con quercetina reduce la presion arterial en modelos animales
de hipertension, tales como la rata SHR (Duarte e a/, 2001b), la rata deficiente en
oxido nitrico (tratada créonicamente con L-NAME) (Duarte et al., 2002), la rata
con hipertension DOCA-sal (Galisteo e al., 2004), 1a rata hipertensa Dahl sensible
a la sal (Aoi et al., 2004) y la rata hipertensa Goldblatt 2R-1C (Garcia-Saura ez 4/,
2005). Estos efectos antihipertensivos estaban asociados a una reducciéon en los
marcadores plasmaticos y urinarios de estrés oxidativo, a una reducciéon de
hipertrofia tanto cardiaca como renal y a la mejora de la funcién endotelial.

La disfuncién endotelial, caracterizada por una vasodilatacion dependiente del
endotelio deteriorada y un estado protrombético y proinflamatorio de las células

endoteliales, es un marcador temprano y independiente de mal prondstico en la
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mayoria de las formas de la enfermedad cardiovascular (Endemann y Schiffrin,
2004b), incluyendo la hipertension esencial (Panza er al, 1993a). La principal
caracteristica fisiopatolégica de la disfuncién endotelial es la disminuida actividad
biolégica del NO derivado del endotelio debido a una menor actividad eNOS y/o
a una mayor metabolizacién por su interacciéon con el O, producido en la pared
vascular por los sistemas enzimaticos generadores de ROS, tales como la
NAD(P)H oxidasa (Cai y Harrison, 2000).

Por lo tanto, el primer objetivo de este estudio sera analizar los mecanismos
implicados en la mejora de la funciéon endotelial en SHR después de la
administraciéon crénica de una dosis diaria oral de quercetina (10 mg/kg). Esta
dosis de quercetina ha sido elegida en funcién de criterios dietéticos y
corresponde con el consumo de flavonoles de los individuos situados en el
tertil/quartil mas alto en los estudios epidemioldgicos % (Hettog ez al., 1993a),
corregida por los principios de escala entre especies (Mordenti y Chappell, 1989).
Ademas, esta dosis ha demostrado su eficacia hipotensora y su capacidad de
mejorar la funciéon endotelial en un estudio previo en SHR (Duarte ef a/., 2001b).
Suponemos que la quercetina administrada en edad prehipertensiva a SHR (5
semanas de vida) podria prevenir el desarrollo de hipertensiéon y de disfuncion
endotelial en estos animales, tal como se ha demostrado en el modelo de
hipertension por administraciéon crénica de L-NAME (Duarte e a/., 2002) y por
tratamiento con DOCA vy sal (Galisteo e al., 2004). Ademas, los beneficios sobre
la funcién endotelial podrian estar relacionados con cambios en la expresion
proteica y/o actividad de eNOS o del sistema NAD(P)H oxidasa en la pared
arterial. Utilizaremos ratas Wistar Kyoto (WKY) como controles normotensos.

La rata SHR constituye un modelo de hipertension caracterizado por la
activacion del sistema renina-angiotensina, en el que la Ang II juega un papel
crucial. La administracién de quercetina reduce el estado oxidativo sistémico y
vascular, aunque los mecanismos implicados no estan suficientemente clarificados,

puesto que pueden ser debidos a un efecto directo sobre la pared vascular,
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secundarios a su efecto reductor de la presién arterial, o debidos a efectos
neurohumorales de quercetina y/o sus metabolitos.

Los tejidos humanos y animales, excepto la linea de células del tracto
intestinal, se exponen a los polifenoles a través de la sangre. Los flavonoides se
modifican durante la absorciéon por un efecto de primer paso de deglicosilacion
(Nemeth e al, 2003) y las formas que alcanzan la circulacién sistémica son las
glucuronizadas, sulfatadas y metiladas. Existen pocos datos sobre las acciones de
estos metabolitos. Las geninas libres y los glicésidos de quercetina estan en
pequefa concentracion o ausentes en el plasma (Day ez a/, 2001). Sin embargo, es
posible que las geninas libres sean generadas localmente iz vivo a partir de sus
metabolitos por accién de glucuronidasas y sulfatasas (O’Leary ez /., 2001; Shimoi
et al., 2001) y ejercer su accion en esa zona.

La Ang IT aumenta la presion arterial, deteriora la funcién endotelial, induce la
hipertrofia del musculo liso vascular y la expresion de multiples substancias
vasoactivas e inflamatorias, desempefiando un papel dominante en la
patofisiologia de enfermedades cardiovasculares, no sélo en la hipertensiéon sino
también en la aterosclerosis y la insuficiencia cardiaca (Kim e Iwao, 2000). Existen
numerosas evidencias del papel fundamental que desempena la producciéon de
ERO, como el O, y el H,O,, en la transducciéon de la sefial de An glI (Garcia-
Saura ez al., 2005; Endemann y Schiffrin, 2004; Cai y Harrison, 2000; Panza e# 4/,
1993a). La fuente principal de ROS intracelulares en las células vasculares es el
sistema NAD(P)H oxidasa, un complejo enzimatico formado por wvarias
subunidades que incluye dos subunidades unidas a la membrana citoplasmatica,
Nox (que bien puede ser, Nox-1, Nox-2 (también llamada gp91?"™), Nox-4 o
Nox-5) y p22°"*, que son reguladas por subunidades citopldsmicas, tales como
P47, p677", p40P* y una proteina G de bajo peso molecular (rac 2 o rac 1)
(Lyle y Griendling, 2006). El desplazamiento de la subunidad citosélica p47°"> a la
membrana es esencial en el proceso de ensambaje de este complejo y desempefia
un papel importante en actividad de la NAD(P)H oxidasa en las células

cardiovasculares (Touyz ef al, 2003; Touyz et al, 2002). La Ang II activa la
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NAD(P)H oxidasa en musculo liso vascular por inducir la fosforilacion de p47°">
y por aumentar la sintesis de novo de esta proteina y de otras subunidades del
sistema NADPH oxidasa (Kim e Iwao, 2000; Rajagopalan ez al., 1996; Touyz et
al., 2002).

El segundo objetivo de esta Tesis Doctoral es investigar los efectos de
quercetina y de su principal metabolito plasmatico, isorhamnetina, en forma de
genina, sobre la disfunciéon endotelial inducida por Ang II 7z vitro, y su relacion

con la produccién vascular de O, y la expresion de p477",
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Material y métodos.

4. Efectos preventivos de quercetina sobre la

hipertensiéon genética.
4.1 Animales de experimentacion.

En el tratamiento zz vivo con quercetina utilizamos ratas macho SHR y WKY
de cinco semanas de edad obtenidas de Harlan Laboratories (Barcelona). Antes de
iniciar el tratamiento hubo un periodo de aclimataciéon de una semana para los
animales. Las ratas se mantuvieron en el animalario del departamento, cinco por
cada jaula, y a una temperatura constante de 24 £ 1 °C, con un ciclo de 12 horas
de luz-oscuridad, y libre acceso a comida (dieta estandar) y agua. Los animales se
repartieron entre cuatro grupos: Veinte ratas WKY se dividieron al azar entre el
grupo control (10 ratas), al que se le administraba vehiculo (1 ml de metilcelulosa
al 1%), y el grupo tratado (10 ratas), al que se le administraba una dosis de
quercetina de 10 mg/Kg mezclada con 1 ml de vehiculo (metilcelulosa al 1%).
Diecinueve SHR se dividieron asimismo en los correspondientes grupos control
(10 ratas) y tratado (9 ratas). Los farmacos se administraron mediante sonda
gastroesofagica  diariamente durante las 13 semanas de tratamiento. El peso
corporal se controlé semanalmente. El tratamiento con quercetina se detuvo 2 dfas
antes de finalizar el experimento a fin de estudiar tinicamente los efectos a largo
plazo del flavonol, sin que influyesen los posibles efectos de la administracion
aguda. Cuatro ratas control y cuatro tratadas con quercetina, tanto WKY como
SHR, se reservaron al final del estudio para la medida directa de la presion
sanguinea, y las restantes de cada grupo fueron utilizadas para el analisis de la

funcioén vascular y la obtencion de tejidos.
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Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las Normas

Institucionales para el trato ético de los animales.

4.2 Medida de la presion sanguinea.

La medida de la presion sistolica (SBP) se tomé semanalmente 18-20 horas
antes de la administracion del tratamiento, con las ratas conscientes vy
precalentadas a 37 °C , mediante pletismografia en la cola (Digital Pressure Meter
Le 5000, Letica S.A., Barcelona). En cada sesion se realizaron al menos 7
determinaciones y la media de los tres valores mas bajos con una diferencia no
mayor de 5 mmHg se tomé como valor de presion sistolica.

Al finalizar la 13* semana se determiné la presion sanguinea mediante registro
directo en ratas conscientes WKY y SHR. Para ello las ratas fueron anestesiadas
con 2,5 ml/Kg de equitensina (cuya composicion para 500 ml es la siguiente: 43%
hidrato de cloral en 81 ml de etanol; 4,86 mg de nembutal; 198 ml de
propilenglicol; 10,63 mg de MgSO,; y agua destilada c.s.p.). Se insert en la arteria
femoral izquierda un catéter de polietileno (PE-50) que contenfa 100 U. de
heparina en una solucién isotonica y estéril de NaCl para la medida de la presion
sanguinea intra-arterial y la frecuencia cardiaca. El catéter se insertd
subcutaneamente, se exteriorizé a través de la piel en la parte dorsal del cuello. A
las ratas se les permitié recuperarse de la intervenciéon durante 24 horas vy, tras
conectar el catéter a un transductor a un registro de dos canales (TRA-021 y
Letigraph 2000, respectivamente; Letica S.A., Barcelona), la presion sanguinea y la

frecuencia cardiaca se registraron durante 1 hora.

4.3 Parametros morfologicos.

Al finalizar el perfodo experimental, los animales fueron anestesiados con éter

etilico. Se realiz6 una incisién en el abdomen para visualizar y tener acceso la aorta
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abdominal, a través de la cual se extrajo la sangre utilizando un jeringa
heparinizada. Posteriormente se obtuvo al plasma mediante centrifugaciéon de la
sangre a 3000 r.p.m durante 10 minutos. El plasma se alicuot6 y se almacend a
-80 °C hasta su utilizacion.

Seguidamente tras la exanguinaciéon de los animales, se extrajeron los rifiones,
la aorta toracica y el corazén. A excepciéon de la aorta, que se utilizd
inmediatamente para las pruebas de reactividad vascular que se describiran en
detalle mas adelante (ver apartado 4.4), estos 6rganos se lavaron en solucién de
Krebs fria y se secaron para ser pesados. Tras pesar el corazén se eliminaron las
aurfculas y el ventriculo derecho, para quedarnos con el ventriculo izquierdo
limpio (mas el septo), que se pesé de nuevo.

Mediante los datos de peso de estos 6rganos, y el peso de cada animal antes de
su sacrificio, calculamos los diferentes indices morfolégicos, dividiendo el peso del
organo en cuestion por el peso del animal, en gramos, y multiplicado por 100 para
obtener el %. Asi se obtuvieron el Indice de peso cardiaco (I.P.C.), Indice de peso
de ventriculo izquierdo (I.P.V.L) e Indice de peso renal (ILP.R.) de cada animal
para su posterior analisis estadistico.

Los 6rganos fueron divididos, congelados en nitrégeno liquido y almacenados

a -80 °C para su posterior utilizacion.

4.4 Estudios de reactividad vascular.

Las pruebas se llevaron a cabo en anillos de aorta toracica de las ratas WKY 'y
SHR, segun la técnica de Duarte y cols. (2001a,b).

Tras el sacrificio de los animales y posterior exanguinacion, la arteria aorta fue
cuidadosamente extraida desde el cayado adrtico hasta el diafragma y depositada
en una placa Petri que contenia solucién de Krebs (con una composiciéon en mM
de: NaCl 118, KCl 4,75, NaHCO; 25, MgSO, 1,2, CaCl, 2, KH,PO, 1,2 y glucosa

11). Seguidamente se eliminaron los restos de tejido conjuntivo y adiposo
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adheridos a la aorta y ésta se dividi6 en segmentos de unos 3 mm de longitud para
proceder a su montaje en un sistema de bafio de 6rganos. Para ello se introdujeron
en el lumen de dichos anillos dos alambres rigidos de acero inoxidable con forma
de L, de 0,2 mm de diametro, uno de los cuales se fij6 a la pared del bafio y el otro,
que podia desplazarse paralelo al anterior hacia arriba y abajo, se conect6é a un
transductor isométrico de fuerza-desplazamiento (Letigraph 2000, Cibertec S.A.,
Madrid). Los bafios de 6rganos contenian 5 ml de la solucién de Krebs, mantenida
a 37 °C y constantemente burbujeada con O,al 95% y CO, al 5% (gas carbdgeno)
para mantener un pH comprendido entre 7,3 y 7,4. Los anillos fueron sometidos a
una tension de 2 g y se dejaron estabilizar durante 60-90 minutos antes de la
adicion de los farmacos. Posteriormente fueron retensionados segun las
necesidades para mantener la tension final estable de 2 g.

En algunos experimentos se eliminé el endotelio de los anillos de forma
mecanica mediante una ligera friccién de éstos con un alambre de acero inoxidable

insertado en el lumen.

Protocolos experimentales.

4.41 Para evaluar la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio, se
realizaron  curvas concentracién-respuesta de relajacion a  acetilcolina
(10° M - 10° M) afadida de forma acumulativa a los bafios, en anillos
precontraidos con fenilefrina (107 M). Los resultados se expresaron como % de
relajacién respecto a la precontraccion inicial con fenilefrina.

4.42 Con el fin de estudiar la respuesta vasodilatadora no dependiente de
endotelio, se llevaron a cabo curvas concentracion-respuesta de relajacion a
nitroprusiato sédico (107 M - 10° M) afiadido a los bafios de forma acumulativa.
Este experimento se realizo en oscuridad en anillos a los que se les elimind
previamente el endotelio, como se ha descrito con anterioridad, y precontraidos
con noradrenalina (10° M). Los resultados se expresaron como % de relajacién

respecto a la precontraccion inicial con noradrenalina.
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4.43 Para estudiar la respuesta contractil dependiente de endotelio se realizaron
curvas concentracion-respuesta a acetilcolina en anillos inicialmente estimulados
con KCI 80 mM para obtener una contracciéon de referencia. Tras lavar con
solucion de Krebs la preparacion para eliminar el KCl y volver a la situacion inicial
de estabilidad, se incubaron los anillos adrticos durante 30 minutos con el
inhibidor de la NOS L-NAME (10* M), y posteriormente la acetilcolina se fue
afiadiendo de forma acumulativa (10° M - 10* M). En estos experimentos las
respuestas contractiles a acetilcolina se expresaron como porcentaje de la respuesta

inducida por KCL

4.5 Medida de la actividad vascular de 1la Oxido Nitrico

Sintasa (NOS).

La actividad NOS en homogenados adrticos se determiné mediante la
conversiéon de L-[ *H]arginina a I.-[ *H]citrulina (Mitchell y cols. 1991). Anillos
aislados de aorta toracica fueron homogenizados, sobre hielo, en un tampoén cuya
composicion era: acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico (HEPES, 10
mM) (pH 7,4), sacarosa (0,32 M), acido etilendiamino tetracético (EDTA, 100
uM), ditotreitol (1 mM), fluoruro de metilsulfonilo (1 mg/ml) y leupeptina (10
uM). Los homogenados de las muestras se incubaron a 37 °C durante 30 minutos
en un tampoén de reacciéon: TRIS (50 mM, pH 7,4), NADPH (1 mM), L-valina (10
mM) y una mezcla de L-[ ’H]arginina (10 pM, 1uCi/ml) y L-arginina no marcada.
La reaccion se detuvo con la adicion de 1 ml de tampdn de parada: HEPES (20
mM) (pH 5,5), EGTA (ImM) y EDTA (ImM). La L-[ *H]citrulina fue separada
de la L-arginina afadiendo 1,5 ml de una suspensién 1:1 de resina intercambiadora
de iones (Dowex AG50 W-X8, Sigma Chemical, Alcobendas, Madrid) en agua. La
radiactividad se midié en el sobrenadante mediante la adiciéon de liquido de
centelleo. La actividad de la NOS dependiente de Ca®" fue determinada mediante

la diferencia entre la L-[ "H]citrulina producida por muestras que contenian Ca®" y
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muestras sin Ca’" y EGTA (1 mM). Los resultados fueron expresados como

picomoles de L-citrulina/mg de proteina en 30 minutos.

4.6 Determinacion del nivel de peroxidacion lipidica.

Utilizamos el método descrito por Esterbauer y Cheeseman (1990) para medir
malonildialdehido (MDA) en plasma, un indicador de la peroxidacién lipidica
sufrida por los tejidos.

Se hicieron reaccionar en un eppendorf mantenido en hielo, 100ul de plasma
de muestra (obtenidos previamente por centrifugacion durante 10 minutos a 3000
r.p.m. de la sangre extraida de cada rata al ser sacrificada y congelados
inmediatamente y conservados a -80 °C), con 250 ul de reactivo cromogénico
(solucion de 1-metil-2-fenilindol 1,03 mM en acetonitrilo) y 75 ul de acido
clorhidrico al 35% (v/v), agitando cada eppendorf.

La mezcla se incub6 durante 40 minutos en un bafio a 45 °C, y posteriormente
se volvié a mantener en hielo, para ser centrifugada a 4 °C durante 15 minutos a
14000 r.p.m. Posteriormente, en una placa de 96 pocillos, se cargaron 100 ul de
cada mezcla y se midi6 su absorbancia a 586 nm en un lector de placas (Microplate
Reader Model 680XR, Bio-Rad). El calculo del contenido de MDA se realizo
mediante la interpolacion de los valores obtenidos con una curva patron de

1,1,3,3-tetrametoxipropano.

4.7 Determinacion de la producciéon vascular de Tromboxano

B, (TXB,).

Para determinar la produccion de TXB,, anillos adrticos de los diferentes
grupos experimentales, con el endotelio intacto, fueron colocados en 2 ml de
solucién de Krebs e incubados con L-NAME (10* M) durante 15 minutos a 37 °C

con una mezcla gaseosa de O, al 95% y CO, al 5%. Al terminar ese tiempo, 500 ul
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del medio fueron recogidos y el TXB, medido mediante un kit de

enzimoinmunoensayo (Amersham Life Science, Buckinghamshire, Reino Unido).

4.8 Deteccion de la produccidén vascular de O,

La producciéon de O, en anillos adrticos intactos se cuantificé mediante
quimioluminiscencia con lucigenina, como se describi6é previamente por Ohara y
cols (1993). Anillos adrticos de todos los grupos experimentales fueron incubados
durante 30 min. a 37 °C en una solucién salina fisiolégica (pH 7,4) de la siguiente
composicion (en mM): NaCl 119, HEPES 20, KCI 4,6, MgSO, 1, Na,HPO, 0,15,
KH,PO, 0,4, NaHCO; 1, CaCl, 1,2 y glucosa 5,5. La produccién adrtica de O, fue
estimulada en algunos anillos mediante la adicion de NADPH (100 uM). Los
anillos fueron posteriormente colocados para la medida en tubos que contenfan
solucién salina fisioldgica, con o sin NADPH, tal y como se incubaron, y la
lucigenina fue inyectada automaticamente a una concentracion final de 5 uM. Los
cambios en la liberacion de O, se determinaron midiendo la luminiscencia de la
lucigenina mediante un luminémetro (Lumat LB 9507, Berthold, Alemania)
durante 200 segundos en intervalos de 5 segundos. Luego los anillos fueron
desecados y se determind su peso seco. La produccion de O, se expresé como

unidades relativas de luminiscencia (RLU)/minuto/mg de tejido seco.

phox

4.9 Expresion vascular de eNOS, caveolina-1y p47

mediante Western Blot.

Anillos aérticos de los diferentes grupos, conservados a -80 °C, fueron
homogeneizados en frio mediante un potter de cristal. Para la determinacién de
eNOS y caveolina-1, la composicién del tampén de homogeneizacion utilizado
(pH 7.4) fue: HEPES 10 mM, sacarosa 320 mM, EDTA 100 uM, ditiotreitol
(DTT) 1 mM, fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) 0.5 mM y leupeptina 4
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ug/ml. Para la determinaciéon de la subunidad p47°"* de la enzima NAD(P)H
oxidasa, la composicién del tampén de homogeneizacion (pH 8) fue: HEPES 10
mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, aprotinina 40 ug/ml,
leupeptina 4 pg/ml, N-a-para-tosil-L-lisina clorometilamina 4 pg/ml, NaF 5 mM,
Na,MoO, 10 mM, Na,VO, 1 mM, PMSF 0,5 mM y 4cido okadaico 10 nM.

Los homogenados aérticos para medir p47°"* fueron separados en fraccién
citosélica (proteina dispersa en el interior celular) y particulada (proteina unida a
membrana celular). Primero se centrifugaron a 14000 r.p.m. durante 1 hora a
4 °C. Posteriormente se separé y almacené adecuadamente el sobrenadante
resultante, siendo la fraccién citosolica de la muestra, y el pellet sobrante se
resuspendi6 en su correspondiente tampoén de homogeneizacion con detergente
igepal al 1% y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos para disgregar las
membranas celulares y separar de ellas la proteina asociada. Las muestras se
volvieron a centrifugar a 14000 r.p.m. durante 1 hora a 4 °C y se volvi6 a obtener y
recoger el sobrenadante, siendo éste la fraccion particulada de la muestra.

Para medir la cantidad total de p47° P on la muestra, algunas de ellas no fueron
divididas en fracciéon citosodlica y particulada, sino que se homogeneizaron
afladiendo inicialmente al tampon de homogeneizacion el detergente igepal al 1%,
procediendo después como se describié anteriormente. Con la muestra de total de
proteina se trabajé de la misma forma que en las fracciones citosolica y
particulada.

La expresion proteica de eNOS y de caveolina-1 fue medida en el
sobrenadante de sus homogenados aérticos tras 30 minutos de centrifugacion a
14000 r.p.m a 4 °C, y la expresién proteica de p47™ se determiné en las
fracciones citosolica, particulada y total.

Los western blots se llevaron a cabo con 40 ug de proteina para eNOS, 25 ug
para caveolina-1 y 30 pg para p47°™. La cantidad de proteina por muestra se
determiné mediante la técnica de Bradford (19706). Las proteinas fueron entonces
suspendidas en tampoén de carga y desnaturalizadas mediante calor durante 5

minutos.
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La electroforesis se llevé a cabo en un gel de dodecilsulfato sédico (SDS)-
poliacrilamida, al 8% para eNOS, 15% para caveolina-1 y 10% para 47phos, y se
realiz6 en un sistema minigel (Bio-Raid Laboratorios, Hercules, California,
EE.UU.). Después, las proteinas se transfirieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) y se incubaron con tampén de bloqueo [tampoén Tris salino
tamponado al 0.1% de Tween 20 (ITBS-T) con leche desnatada en polvo al 5%
durante 2 horas. Luego las membranas fueron lavadas durante 15 minutos con
TBS-T, cambiando la solucién cada 5 minutos. Posteriormente, fueron incubadas
con anticuerpos primarios policlonales de conejo anti-eNOS toda una noche a
4 °C (diluciéon 1:1000, Transduction Laboratories, San Diego, California, EE.UU.),
anti—p47ph°x (dilucién 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California,
EE.UU.) o con anticuerpo monoclonal de ratén anti-caveolina-1 (diluciéon 1:600,
Transduction Laboratories). Las membranas se lavaron de nuevo durante 15
minutos con TBS-T cambiando cada 5 minutos la solucién, y se incubaron con
anticuerpo secundario caprino anti-conejo conjugado con peroxidasa (1:2000,
Santa Cruz Biotechnolgy) para determinar eNOS o p47™™, y con anticuerpo
secundario caprino anti-ratén conjugado con peroxidasa (1:2000, Santa Cruz
Biotechnolgy) para caveolina-1, diluidos todos ellos en TBS-T al 5% de leche en
polvo desnatada. Todas estas incubaciones se llevaron a cabo a temperatura
ambiente durante 2 horas. Tras lavar de nuevo las membranas de la forma arriba
descrita, la unién del anticuerpo a la proteina se detecté mediante su incubacion
durante un minuto con un sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech,
Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) y una pelicula auto radiografica para
ver la quimioluminiscencia. Las peliculas se escanearon y se realizd en estas
imagenes un analisis densitométrico usando el software Scion Image-Release Beta

4.02. (http:/ / www.scioncorp.com). Los resultados se expresaron como porcentaje

de la intensidad de banda de proteina frente a la expresiéon basal de proteina en

aortas del grupo control WKY.
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4.10. Analisis histologico cardiaco mediante tricromico de

Masson.

Para estudiar los cambios estructurales en el corazéon debidos a la presion
arterial, utilizamos la técnica del tricrémico de Masson. Mediante esta tincién
podemos observar el citoplasma celular de color rojo-rosado, los nicleos celulares
de color azul-negruzco y las fibras de colageno y reticulina en azul claro.

Se obtuvieron secciones cardfacas del ventriculo izquierdo procedentes de ratas
de cada grupo. Los ventriculos izquierdos fueron inmediatamente colocados en
formol 40% tamponado, posteriormente fijados mediante liquido de Bouin y
deshidratados sumergiéndolos en un gradiente ascendente de concentraciones de
etanol. Una vez deshidratados y aclarados en xilol durante 10 minutos, las
muestras fueron incluidas en parafina para poder obtener los cortes con el
microtomo y almacenadas.

A la hora de realizar la tincién para el tricromico de masson, inmediatamente
antes los cortes de las secciones ventriculares fueron desparafinados bafiandolos
en xilol 10 minutos, rehidratados sumergiéndolos en un gradiente descendiente de
concentraciones de etanol un par de minutos cada vez y finalmente en agua
destilada 5 minutos y se procedié a la tincién propiamente dicha. Los cortes
fueron tefiidos durante 10 minutos con hematoxilina férrica de Weigert (con una
composicion: Solucion a) hematoxilina 0,5 gr en 50 ml de etanol 100° madurada 4
semanas; Solucién b) cloruro férrico ( 20% P/V 2 ml, agua destilada 47,5 ml y
acido clorhidrico concentrado 0,5 ml.). Se lavaron en agua corriente y se les aplico
rojo Masson (escarlata-fucsina acida) 10 minutos (composicioén: fucsina 0,4 gr,
orange G 1,6 gr, acido acético glacial 0,8 ml y agua destilada 99,2 ml). Transcurrido
ese tiempo volvieron a ser lavadas con agua corriente, y se procedi6 a la
diferenciacién mediante acido fosfotungstico 1% (acido fostotungstico 1 gr, agua
destilada 100 ml) durante otros 10 minutos. Se lavé de nuevo con agua corriente y

se contratifieron con una solucién de verde-luz durante 5 minutos ( composicion:
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verde luz 0,3 gr, acido acético glacial 0,3 ml y agua destilada 99,7 ml), lavando de
nuevo posteriormente con agua corriente. Las muestras fueron de nuevo

deshidratadas, aclaradas y montadas para su observacion y fotografia.

4.11. Analisis estadistico.

Los resultados fueron expresados como la media aritmética £ el error estandar
de la media (SEM).

La evolucién de la presion sistolica en la cola durante el tiempo de tratamiento
se compard usando un disefio anidado, con el tratamiento y dias como factores
fijos y la rata como el factor al azar. Cuando la diferencia total fue significativa, las
comparaciones se realizaron usando el método de Bonferroni con un error
apropiado. El analisis del disenio anidado también se llevé a cabo con grupos y
concentraciones para comparar las curvas concentracion-respuesta a la acetilcolina.
El resto de las variables se compararon usando un disefio de dos vias, donde el
grupo y el tratamiento fueron factores efectivos fijos con desigual tamafio de
muestra en los diferentes grupos. Cuando la interaccion fue significativa se usé el
método de Bonferroni para aparear comparaciones. P < 0,05 se considerd
estadisticamente significativo. Las curvas concentracion-respuesta fueron ajustadas

a la ecuacién:

E=E_,, / (1 + 107" Eml2b2y qonde E, es el efecto maximo, k es un

factor que representa la pendiente de la curva y pD, es la concentraciéon del

farmaco que exhibe el 50% del E,,. expresado como logaritmo molar negativo.
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5. Efecto de quercetina e isorhamnetina sobre la
disfunciéon endotelial inducida por angiotensina II in

vitro.

5.1 Animales de experimentacion.

Todos los animales utilizados eran ratas WKY macho de entre 200-250 g de
peso, obtenidas de Harlan Laboratories, Barcelona. Fueron mantenidas en el
animalario cinco ratas por batea, con libre acceso a dieta estandar y agua, con un
ciclo de 12 horas de luz-oscuridad y a una temperatura constante de 24 + 1 °C.

Para la realizacion de los experimentos, las ratas fueron sacrificadas mediante la
administracion de una dosis letal de pentobarbital sédico (120 mg/Kg
intraperitoneal). La aorta toracica descendiente fue extraida y cortada en anillos tal
como se describié con anterioridad (ver apartado 4.4). Estos anillos fueron
incubados en solucién de Krebs durante 2, 4, 6 u 8 horas en un incubador de
células en ausencia o presencia de angiotensina II (10° M) y en presencia de
quercetina (10’6 M o 10° M), vehiculo, dimetil sulféxido (DMSO, 0,1%),
isorhamnetina (10° M o 10 M), losartan (10° M) o apocinina (10* M). La aorta
fue inmediatamente usada para pruebas de reactividad vascular, o congelada en
nitrégeno liquido y almacenada a -80 °C para realizar los western blots, o incluida
en OCT (Tissue-Teck® OCT compound, Sakura) y después congelada en
nitrégeno liquido y almacenada a -80 °C para posteriormente llevar a cabo las
pruebas inmunohistoquimicas o el analisis de la produccion 7 sitn de O,

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las Normas

Institucionales para el trato ético de los animales.
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5.2 Pruebas de reactividad vascular.

Tras el periodo de incubacién descrito anteriormente, los anillos adrticos se
montaron en un sistema convencional de bafio de 6rganos de manera analoga a

como se describi6 en el apartado 4.4.

Protocolos experimentales.

5.21 Para estudiar el posible efecto como promotora de disfuncién endotelial
de angiotensina 11, se evalu6 la capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio
inducida por acetilcolina. Para ello, después de un periodo de incubacién, las
arterias fueron estimuladas con fenilefrina (10° M) para obtener la precontraccién
y una vez conseguida y estable (aproximadamente 5 minutos) se realiz6 una curva
concentracion-respuesta mediante la adiciéon acumulativa al bafio de acetilcolina
(10° M - 10* M).

5.22 Para evaluar la capacidad vasodilatadora independiente de endotelio se
examiné la  respuesta de anillos adrticos a nitroprusiato sédico (INPS)
(10" M - 10”° M) afiadido de forma acumulativa al bafio. Esta prueba se realiz6 en
oscuridad y habiendo eliminado mecanicamente el endotelio previamente a su
montaje en los bafios. La precontraccién se realizé con noradrenalina (10° M).

5.23 Para estudiar los posibles efectos de los radicales libres, principalmente
anién superdxido generado por NAD(P)H oxidasa, en la disfuncién endotelial
inducida por angiotensina II, los anillos adrticos fueron incubados con
polietilenglicol-superoxido dismutasa (PEG-SOD, 100 U/ml) o con el inhibidor
de NAD(P)H oxidasa, apocinina (10" M) 1 hora antes de la adicién al bafio de
fenilefrina para inducir la precontraccion, y posteriormente se llevo a cabo la curva
concentracion-respuesta de relajacion a acetilcolina como en 5.21.

5.24 También quisimos evaluar el posible papel de los diferentes receptores de
angiotensina II en la génesis de la disfunciéon endotelial inducida por ésta, por lo

que en otro experimento, anillos aorticos con el endotelio intacto fueron
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incubados durante 6 horas en las condiciones descritas con angiotensina II
(10° M), o el inhibidor de receptores AT-1 de angiotensina II, losartan (10 M), o
el inhibidor de receptores AT-2 de angiotensina II, PD123,319 (10 M), o losartin
(10° M) mas PD123,319 (10° M), o con la combinacién de angiotensina II
(10° M) mas losartan (10° M), o angiotensina 1T (10° M) mas PD123,319 (10° M),
o la combinacién de los tres, angiotensina IT (10° M) mas losartin (10° M) mas
PD123,319 (10° M). Posteriormente fueron montados en los bafios de érganos
como se ha descrito con anterioridad y se realizaron las curvas concentracion-
respuesta de relajacion a acetilcolina como en 5.21.

5.25 Para estudiar el posible papel de los receptores PPAR-y en una mejora de
la disfuncién endotelial inducida por angiotensina II, incubamos durante 6 horas,
en las condiciones ya descritas, anillos adrticos con el endotelio intacto mas
angiotensina II (10° M), o angiotensina 11 (10° M) mas quercetina (10° M), o
angiotensina I (10 M) m4s isorhamnetina (10° M), o angiotensina II (10° M) mas
el antagonista de receptores PPAR-y GW9662 (10° M), o la combinacién de
angiotensina 11 (10° M) mas quercetina (10° M) mas GW9662 (10° M), o
angiotensina II (10° M) mas isorhamnetina (10° M) mas GW9662 (10° M), para
posteriormente montarlos en bafios de 6rganos como se ha descrito y llevar a cabo

la correspondiente curva concentracion-respuesta de relajacion a acetilcolina.
. h
5.3 Expresion vascular de p47°"°*.

Las aortas de WKY adultas fueron extraidas, cortadas en anillos, congeladas,
homogeneizadas y divididas en fracciones citosdlica, particulada y total como se
describi6 en el apartado 4.9. Los Western blots fueron realizados con 30 ug de
proteina de sobrenadante por pocillo, suspendidas en tampén de carga y
desnaturalizadas. La electroforesis en SDS-poliacrilamida (10%) fue llevada a cabo
en un sistema de minigel (Bio-Rad). Las proteinas fueron luego transferidas de los

geles a membranas de nitrocelulosa. Estas se incubaron con tampén de bloqueo
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(tampdn Tris salino tamponado al 0,1% de Tween 20 (TBS-T) con leche desnatada
en polvo al 5%) durante 2 horas. Se lavaron luego 3 veces durante 15 minutos,
cambiando la solucién, en TBS-T y posteriormente se incubaron con anticuerpo
primario  policlonal de conejo anti-p47°"  (dilucién  1:1000, SantaCruz
Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.) en TBS-T con leche en polvo desnatada al
5% durante toda la noche a 4 °C. Se lavaron de nuevo 3 veces durante 15 minutos
en TBS-T y se incubaron con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo
conjugado con peroxidasa (dilucién 1:2000, SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz,
EE.UU.) en TBS-T con leche en polvo desnatada al 5% durante otras 2 horas a
temperatura ambiente. Tras lavar de nuevo las membranas otras 3 veces durante
15 minutos con TBS-T, la unién al anticuerpo se detecté mediante un sistema de
ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, Reino Unido) y una pelicula
auto radiografica para ver la quimioluminiscencia.. Las peliculas fueron escaneadas

y el analisis densitométrico se realiz6 en esas imagenes escaneadas usando el

software Scion Image-Release Beta 4.02 (http://www.scioncorp.com).

Como control adicional las muestras fueron reutilizadas para ver la expresion
de la a-actina esquelética. Para ello, se procedié con las muestras de la forma en
que se ha descrito, pero como anticuerpo primario usamos anticuerpo de raton
anti o-actina (diluciéon 1:2000, DHSB, Iowa City, EE.UU) incubandolo a 4 °C
durante toda una noche, y como anticuerpo secundario anticuerpo caprino anti-
ratén conjugado con peroxidasa (dilucion 1:2000, Santa Cruz Biotechnolgy). Se
calcul la relacién cantidad de proteina/ a-actina y los resultados se expresaron
como comparaciones a esa relacion en aorta del grupo control en el mismo gel,

expresado como 100%.
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5.4 Deteccion in situ de la produccion vascular de O,

Utilizamos Dihidroetidio (DHE) para localizar O, en secciones adrticas. El
DHE entra en las células y es oxidado por el O, para formar etidio, que se une al
ADN para producir una fluorescencia brillante de color rojo.

Anillos aérticos (de 2 -3 mm) sin fijar de WKY y SHR de cada grupo fueron
criopreservados mediante incubacién con suero fisiolégico salino (PBS) 0,1 M que
contiene 30% de sacarosa durante 1-2 horas, incluidos en OCT, congelados a -80
°C y después cortados en secciones de 10 um de espesor en un criostato (Microm
international Modelo HM500 OM). Las secciones fueron incubadas en camara
himeda durante 30 minutos en solucién tamponada de HEPES con una
composicion en mM de: NaCl 130, KCl 5, MgCl, 1,2, glucosa 10 y HEPES 10,
(pH 7,3 ajustado con NaOH) a 37 °C. Después las secciones fueron de nuevo
incubadas 30 minutos en oscuridad en soluciéon tamponada de HEPES
conteniendo DHE (10° M). Luego las preparaciones fueron coincubadas con el
marcador nuclear dilactato de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (3x107 M)
durante 5 minutos a 37 °C aun en oscuridad, posteriormente fueron lavadas con 1
ml de solucién tamponada de HEPES dos veces y selladas con cubreobjetos.

Cuatro secciones de cada preparacion fueron examinadas en un microscopio
de fluorescencia (Leica DM IRB, Wetzlar, Alemania) usando un objetivo de 40x
con los siguientes pares de filtros de excitacién/emision: 340-380 nm/425 nm de
longitud de onda para visualizar la fluorescencia azul del DAPI, BP450-490
nm/515 nm para visualizar la autofluorescencia verde de la elastina y 540-30 nm/
610-75 nm para visualizar la fluorescencia roja del etidio. Las secciones fueron
fotografiadas con una camara digital a color Leica DC300F, y las imagenes se
grabaron para posterior analisis. L.as condiciones de microscopio y camara fueron

mantenidas constantes para todas las preparaciones.
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Las fluorescencias de etidio y DAPI fueron cuantificadas usando Image] (ver

1.32j, NIH, http://rsb.info.nih/ij/). La produccién de O, fue calculada de la

relacién entre la fluorescencia de etidio/DAPI.

5.5 Inmunohistoquimica.

Secciones de 10 um de aorta se prepararon como se describié anteriormente
para la determinacién vascular de anién superéxido iz situ (ver apartado 5.4),
fijadas con para-formaldehido (PFA) 4% durante 1 hora y lavadas con PBS 5 veces
6 minutos cada vez. Las secciones fueron incubadas con PBS 0,1 M mas Tween 20
al 0,3% mas albamina de suero bovino (BSA) al 5% durante 1 hora a 37 °C en
camara himeda. Posteriormente se incubaron con anticuerpo primario policlonal
de conejo anti-p47°*™ (dilucién 1:50, SantaCruz Biotechnology). Luego se lavaron
de nuevo 5 veces, con PBS 0,1 M mas Tween 20 al 0.3%, y se incubaron en
oscuridad durante 2 horas con anticuerpo secundario de cabra conjugado con Cy3
anti-conejo  (diluciéon  1:200,  Jackson  Immunoresearch  Laboratories,
Cambridgeshire, Reino Unido) y al finalizar este tiempo fueron de nuevo lavadas 5
veces. Entonces las preparaciones fueron coincubadas con DAPI (3x107 M)
durante 5 minutos a 37 °C adn en oscuridad. Posteriormente fueron lavadas dos
veces con 1 ml de PBS 0,1 M mas Tween 20 al 0,3%, selladas con cubreobjeto y
fotografiadas como se describié anteriormente para la técnica del DHE en la

deteccion vascular iz situ de O, (apartado 5.4).

5.6 Reactivos.

Todos los productos y reactivos fueron obtenidos de Sigma-aldrich chemie,
Steinheim, Alemania, o Panreac quimica s.a, Barcelona, Espana, excepto DAPI, de

Calbiochem, Darmstadt, Alemania. Quercetina e isorhamnetina fueron
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inicialmente disueltas en DMSO vy todos los demds farmacos y posteriores

diluciones en agua destilada.

5.7 Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media aritmética = el SEM, y # refleja el
numero de animales. Diferencias significativas entre grupos fueron calculadas
mediante el test de la t de Students para observaciones desapareadas, o para
multiples comparaciones mediante test de ANOVA seguido de un test de

Newman Keuls. P < 0,05 fue considerada estadisticamente significativa.
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6. Efectos preventivos de quercetina sobre la

hipertensiéon genética.

6.1 Efectos de quercetina sobre la presion arterial y frecuencia

cardiaca.

La Figura 13 muestra los efectos de quercetina en la evolucioén de la presion
sistolica medida en la cola, sobre la presién arterial media tomada durante el
registro directo de la misma y la frecuencia cardiaca al finalizar el periodo de
tratamiento. La administracién a largo plazo de quercetina redujo el aumento de
presion sistolica en SHR y este efecto adquirid significado estadistico tras la quinta
semana de tratamiento, mientras que no se observaron cambios en las ratas WKY
(Figura 13 A). Al finalizar las 13 semanas de tratamiento, la medida directa de la
presiéon sanguinea en las ratas conscientes mostré que quercetina indujo una
reduccion significativa en la presion arterial media (-12%) y la frecuencia cardiaca

en SHR pero no en WKY (Figura 13 By C).
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Figura 13. Efectos de guercetina sobre la presion arterial y la frecuencia cardiaca. Ia grafica
A representa la evolucion de la presion arterial sistolica (PAS) medida mediante pletismografia
en la cola en los grupos SHR vehicnlo (O, n = 9), SHR QUER (@, n = 9), WKY vebiculo
(LJ n=10)y WKY QUER (B n = 10). Las graficas B y C muestran respectivamente la
medida directa de la presion arterial media (PAM) y la frecuencia cardiaca (FC) en los grupos
vehicnlo WKY y SHR n = 4) y quercetina (WKY y SHR n = 4). Los valores se expresan
como medias * ervor estindar medio. * P < 0,05 vs. el grupo WKY vebiculo, © P < 0,05 vs. e/
grupo SHR vebiculo.
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6.2 Efectos de quercetina sobre el peso y los indices

corporales.

El tratamiento con quercetina no modificd el peso corporal ni en las ratas

WKY ni en las SHR. Los indices de peso cardiaco (PCar/PC) y de peso de

ventticulo izquierdo (PVI/PC) en SHR fueron significativamente mayores que en

las WKY, senal de una hipertrofia cardiaca debida a la hipertension arterial. En las

SHR tratadas con quercetina el indice de peso de ventriculo izquierdo fue

significativamente menor comparado con las ratas SHR tratadas s6lo con vehiculo

(Tabla 1).

Tabla 1. Peso corporal e indices cardiacos y renales.

| Pcar PVI PR | Pcar/PC | PVI/PC | PR/PC
Grupo | PC@) | (o) | (mg)* | (mge | Ratiot Ratiosb Ratio
WKY
vehiculo | 348 +4 1058 £ 18| 776 + 21 | 973 £ 20 | 3,04 £ 0,04 | 2,23 0,05 | 2,80 + 0,05
(n=10)
WKY
quercetina | 347 £ 6 [1104 £ 34| 775+ 19 | 941 £ 19 | 3,18 £ 0,08 | 223 + 0,04 | 2,71 + 0,03
(n = 10)
SHR
vehiculo | 313 % 12 {1132 + 46 | 872 + 39 | 880 + 34 | 3,62 % 0,06 | 2,82 + 0,03 | 2,83 + 0,04
n=9)
SHR
quercetina | 312 + 11 [ 1120 + 21| 845 + 19 | 861 + 32 | 3,61 + 0,06 | 2,72 + 0,03* | 2,76 + 0,06
(n=79)

PC: Peso corporal.

Pear: Peso cardiaco.
PVI: Peso de ventriculo izquierdo.
PR: Peso renal.
“P < 0,05 WKY vs. SHR, * P < 0,05 vebiculo vs. quercetina (ANOV A dos colas)
* P < 0,05 (Bonferroni) vs. SHR vebiculo.
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6.3 Efectos de quercetina en las respuestas vasodilatadoras de

la aorta toracica.

Las aortas de SHR tratadas con vehiculo mostraron una reduccion significativa
en la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio a acetilcolina en arterias
estimuladas con fenilefrina, comparadas con las aortas de WKY control (Figura
14A). Sin embargo, no se observaron diferencias en la respuesta vasodilatadora
independiente de endotelio al dador de NO nitroprusiato sédico en vasos
precontraidos con noradrenalina (Figura 14B).

En las ratas SHR tratadas con quercetina, ésta produjo un aumento
significativo en la relajacion a acetilcolina a 107 M y 10° M, no teniendo efecto en
ratas WKY (Figura 14A). Sin embargo, quercetina no modificé la respuesta
relajante a nitroprusiato sédico (Figura 14B). El inhibidor de la NADP)H
oxidasa, apocinina (107 M), adicionada al bafio de 6rganos aument6
significativamente la relajacion inducida por acetilcolina en anillos procedentes de

SHR control, sin afectar a los de WKY (Figura 14C).
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Figura 14. Relajaciones dependientes de endotelio inducidas por acetileolina (Ach) (A) y
relajaciones independientes de endotelio inducidas por nitroprusiato sodico (NPS) (B) en aorta de
los grupos SHR vebiculo (O, n = 5), SHR QUER (@, n = 5), WKY vehiculo (L, n = 6)
y WKY QUER (B n = 6). Las relajaciones inducidas por Ach se llevaron a cabo en arterias
contraidas con fenilefrina 10° M, y las relajaciones a NPS en anillos precontraidos con
noradrenalina 10° M. * P < 0,05 vs. el grupo WKY vebiculo, * P < 0,05 vs. el grupo SHR
vehiculo. (C) Efectos de apocinina (10° M) ajiadida al baio en la relajacion inducida por
acetilcolina en anillos adrticos de SHR y WKY (n = 6-8). * P < 0,05 vs. anillos WKY,
" P < 0,05 vs. anillos de SHR sin tratar con apocinina.

6.4 Efectos de quercetina en la vasoconstriccion dependiente

de endotelio en aorta toracica.

En presencia de L-NAME (10* M), las aortas de SHR mostraron un aumento
en la respuesta vasoconstrictora dependiente de endotelio a acetilcolina
comparadas con sus controles normotensas WKY (Figura 15). La coincubacién
de los vasos con SQ 29.548 (10"M), antagonista de los receptores TP de
prostanoides, practicamente abolié estas contracciones, sugiriendo que estan
mediadas por la liberacién de un vasoconstrictor prostanoide. Sin embargo, el
tratamiento con quercetina no tuvo efecto en la vasoconstriccion dependiente de

endotelio inducida por acetilcolina (Figura 15).
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Figura 15. Contracciones dependientes de endotelio inducidas por acetileolina (ACh) en aorta
de los grupos SHR vebhiculo (O, n = 5), SHR guercetina (@, n = 5), WKY vebiculo (L],
n=06) y WKY quercetina (B, n = 6). Las contracciones inducidas por ACh se levaron a
cabo en arterias tratadas con I-NAME (10" M) y se expresaron como porcentaje de respuesta
a una contraccion previa con KCI 80 mM. En algunos anillos del grupo SHR vebiculo se

anadid SQ 29.548 (107 M) treinta minutos antes que la ACh (M, n = 5). Los valores se
expresan como medias T error estandar medio. * P < 0,05 vs. el grupo WKY vebiculo.

6.5 Efecto de quercetina sobre la produccion de TXB, en

aorta toracica.

El TXB, es el metabolito estable del prostanoide vasoconstrictor y
proagregante plaqueterio TXA,, por eso la producciéon de TXB, se us6 para
estimar la sintesis de TXA,. La produccion media de TXB, fue significativamente
mayor en el medio de incubacién de los anillos de SHR que en el de WKY (Figura
16). Sin embargo, el tratamiento con quercetina no tuvo efecto en la produccioén

de TXB, en ninguno de los casos.
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Figura 16. Niveles de TXB, medidos en el medio de incubacion de anillos adrticos de los
grupos SHR vebicuto (n = 5), SHR QUER (n = 5), WKY vebiculo (n = 6) y WKY
QUER  (n = 06). Los valores se expresan como medias  error estandar medio. * P < 0,05
vs. el grupo WKY vebiculo.

6.6 Efectos de quercetina en la actividad vascular de eNOS y

en la expresion proteica de eNOS y caveolina-1.

Comparado con el grupo WKY control, las SHR no tratadas mostraron una
reduccion de la actividad eNOS en aorta (Figura 17A). Paraddjicamente, la
expresion proteica de eNOS fue mayor, y la de caveolina-1 menor en la aorta de
SHR que en el correspondiente grupo WKY (Figura 17B). Tras el tratamiento con
quercetina durante 13 semanas, en el grupo de las SHR la actividad eNOS estaba
aumentada mientras que la expresiéon proteica de eNOS se redujo y la de
caveolina-1 aument6. Con estos cambios debidos al tratamiento, la actividad
eNOS, la expresion de eNOS y la expresion de caveolina-1 en aorta de SHR

tratadas con quercetina fueron similares a las de las normotensas WKY.
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Figura 17. (A) Actividad eNOS medida mediante la conversion de 1.-'H] arginina a 1.-
[H] citrulina en homogenados adrticos de los grupos SHR vebiculo (n = 9), SHR QUER
(n = 9), WKY wvebiculo (n = 10) y WKY QUER (n = 10). (B) Western blots de las
proteinas eNOS y caveolina-1 en aorta (representativos de 3 experimentos) de los distintos
grupos experimentales. Los valores se exipresan como medias T ervor estindar medio. * P < 0,05
vs. el grupo WKY vebiculo, © P < 0,05 vs. el grupo SHR vebiculo (test de Bonferroni).

6.7 Efecto de quercetina en la produccion vascular de O, .

No se encontraron diferencias significativas en la produccién basal de O,

medida por quimioluminiscencia, entre los grupos (Figura 18). La incubacion
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adrtica con NADPH (100 uM) aument6 la generaciéon de O, en ambos casos,
pero el aumento fue significativamente mayor en SHR que en las ratas control
WKY. En una serie de experimentos en SHR sin tratar y WKY de similar edad, la
preincubacion del segmento de vaso con SOD (150 U/ml) disminuy6 las sefiales
quimioluminiscentes de la lucigenina a niveles basales y el inhibidor de NAD(P)H
oxidasa DPI (10 pM) suprimié el aumento inducido por NADPH (datos no
mostrados). El tratamiento crénico con quercetina indujo una disminucién
significativa de la producciéon de O, sélo en SHR, no teniendo efecto en las ratas

WKY.
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Figura 18. Liberacion de superdxido (O,) cuantificada por quimioluminiscencia con
Incigenina, en anillos adrticos intactos de los grupos SHR vebhiculo (n = 5), SHR QUER
(n=5), WKY vebiculo (n = 6) y WKY QUER (n = 6), en condiciones basales y estimulados
por NADPH (100 pM). Los valores se expresan como medias * ervor estandar medio.
* P < 0,05 vs. el grupo WKY vehiculo, ™ P < 0,05 vs. el grupo SHR vebiculo.
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6.8 Efecto de quercetina en la expresion vascular de p47°"*,

La sobreexpresion de los componentes de membrana de NAD(P)H oxidasa se
ha asociado con un aumento en la generaciéon de O, en ciertas condiciones
patofisiologicas (Calo e al, 2005; Maeda ez al., 2003; Ulker ez al., 2003). Por eso
estudiamos la expresién proteica de p47°", la subunidad de NAD(P)H oxidasa
que se sabe esta regulada el alza en la hipertension. Como se esperaba, en aortas
de SHR no tratadas encontramos mayores niveles de proteina de este componente
de NAD(P)H oxidasa en ambas fracciones, citosolica y particulada, que en las
aortas de WKY. El tratamiento crénico con quercetina disminuyé los niveles de

esta proteina en ambas fracciones de aorta de SHR (Figura 19).
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Figura 19. Western blots de proteina p4 7" en fracciones (A) citosélica y (B) particulada de
aorta de los diferentes grupos (representativos de 3 experimentos). Los valores se expresan como
medias  error estandar medio. * P < 0,05 vs. el grupo WKY vebiculo, * P < 0,05 vs. el
grupo SHR vebiculo.
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6.9 Efectos de quercetina sobre la morfologia cardiaca

asociada a la hipertension.

Para estudiar los posibles cambios en la estructura y composicion cardiacas se
tifieron mediante la técnica del tricromico de Masson secciones de ventriculo
izquierdo de los distintos grupos, pudiendo observarse de esta manera la
infiltracién de tejido conjuntivo (colageno y reticulina), los nicleos celulares y el
citoplasma celular.

En las SHR se observé un aumento de tejido conjuntivo (color azul)
alrededor de los vasos y entre los cardiomiocitos (fibrosis) comparadas con sus
controles WKY (Figura 20). También se observé citomegalia (citoplasma en rojo,
muy aumentado), debido a la hipertrofia de las células miocardicas. El tratamiento
crénico con quercetina evité el aumento de tejido fibroso alrededor de los vasos y
fibras musculares y previno la hipertrofia celular en las SHR, manteniendo una
estructura cardiaca semejante a la de los controles normotensos, y sin producir

variaciones morfoldgicas apreciables en las ratas WKY tratadas.
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Figura 20. E/ tratamiento con quercetina previno el incremento de tejido conjuntivo (color
azul) y la hipertrofia celular cardiaca debidas a la bipertension en SHR, conservando una
morfologia similar a la de las ratas normotensas WKY, sin producir cambios en las WKY
tratadas . Las imdgenes son representativas de 5-6 secciones de dos ratas de cada grupo.
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7. Efecto de quercetina e isorhamnetina sobre la
disfuncion endotelial inducida por angiotensina II in

vitro.

7.1 Disfuncion endotelial.

La incubacion de los anillos adrticos en solucién de Krebs durante 2, 4, 6 u 8
horas en ausencia de angiotensina II no produjo cambios significativos en la
respuesta contractil a fenilefrina ni en la relajacién en respuesta a acetilcolina
(Figura 21, Tabla 2). Pese a que angiotensina II no produjo cambios significativos
en la respuesta contractil a fenilefrina, su incubacién condujo a un desarrollo
progresivo de disfuncién endotelial, evidenciada por la reducciéon del maximo
efecto relajante a acetilcolina. La inhibicion fue maxima a las 6 horas, por lo que
se escogid este intervalo de tiempo para llevar a cabo los experimentos
posteriores. La coincubacién con losartan (10 uM), antagonista AT-1, previno la
disfunciéon endotelial inducida por angiotensina II (Figura 22). En aortas
preincubadas con angiotensina II, tanto PEG-SOD (una forma de SOD
permeable a las membranas) (100 U/ml, afiadida al bafio de érganos) como el
inhibidor de NAD(P)H oxidasa, apocinina (100 uM, afiadido al bafio de 6rganos)
aumentaron la respuesta vasodilatadora a acetilcolina (Figura 22).

La incubacién con quercetina o isorhamnetina (1 o 10 pM) durante 6 horas no
tuvo un efecto significativo en la respuesta contractil a fenilefrina ni en las arterias
control ni en las tratadas con angiotensina II (Tabla 3). Sin embargo, ambos
flavonoides previnieron la disfunciéon endotelial inducida por angiotensina II
(Figura 23, Tabla 3). La relajacion a acetilcolina fue significativamente aumentada
por quercetina 1y 10 uM y por isorhamnetina 10 pM.

No se observaron diferencias en la respuesta vasodilatadora independiente de

endotelio al vasodilatador dador de NO, y por tanto independiente de endotelio,
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NPS (Figura 24) en los anillos adrticos tratados con vehiculo, angiotensina II,

angiotensina II mas quercetina, o angiotensina II mas isorhamnetina.
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Figura 21. Evolucion de la disfuncion endotelial inducida por angiotensina I11. Efectos de la
incubacion durante 2, 4, 6 u 8 horas con o sin Ang I (100 nM) en la relajacion dependiente de
endotelio inducida por acetileolina (ACh) en anillos adrticos precontraidos con fenilefrina 1 wM.

Los resultados se muestran como medias =+ error estandar medio de 9-14 experimentos.
*P < 0,05 **P < 0,01 vs. anillos control.
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Tabla 2. Respuestas contractiles a fenilefrina (1 uM) y valores de pD, y E,,.. para relajaciones
inducidas por  acetilcolina en anillos adrticos incubados con angiotensina 11 (1 uM) durante 0,

2,4, 6 u8 b calenlados a partir de los datos de la Figura 9.

Contraccion a Relajacion a Ach

Tiempo " fenilefrina (mg) pD, E_ .. (%)
Oh 38 1612+ 123 7,13 £0,12 82,0 £ 4,1

2h 11 1565 £ 162 7,35 £ 0,08 87,7£3,0
2h+AngII | 13 1876 £ 143 7,00 £ 0,17 82,3 13,8
4h 11 1632+ 136 7,35 10,14 91,3£4,0
4h+AngIl | 10 1946 + 250 6,85 £ 0,35 78,9 £ 8,8
6h 12 1639 109 7,10 £ 0,09 84,4 £29
6h+ AngII | 14 1822+ 159 6,83 £0,12 60,0 £ 2,8*
8h 11 1555+ 139 7,09 £ 0,09 78,6 £ 3,4
8h+ Ang II 9 1792 £ 115 6,91 £ 0,20 04,8 £ 4,3*

Los valores son medias £ ervor estandar medio. * p < 0,05 vs. arterias sin tratar con

angiotensina 11.
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Figura 22. Inbhibicion de la disfuncion inducida por angiotensina 11 (Ang 11) debido al
antagonismo de receptores AT-1 y la captacion o disminucion en la produccion de aniones
superoxido. Los anillos adrticos se incubaron durante 6 horas con o sin Ang I (1T uM) y
después se montaron en basios de drganos en ausencia o presencia de (A) losartan (10 uM), (B)
polietilenglicol superdxcido dismutasa (PEG-SOD, 100 U/nl) o (C) apocinina (100 uM)
durante 1 hora. Los anillos se estimularon con fenilefrina (1 uM) y la relajacion dependiente de
endotelio se indujo con acetilcolina. Los resultados son medias * ervor estandar medio de 7-10
experimentos. * P < 0,05, ** P < 0,01 angiotensina 11 + tratamiento vs. angiotensina 11
sola.
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Figura 23. Prevencion de la disfuncion endotelial inducida por angiotensina 11 mediante
quercetina e isorhammetina. Los anillos adrticos se incubaron con o sin quercetina (Quer 1 0 10
uM) o isorhamnetina (Iso 1 0 10 uM) y con o sin angiotensina 11 (1 uM) durante 6 horas y
luego montados en barios de drganos. Se estimularon con fenilefrina (1 uM) y se levaron a cabo

las relajaciones dependientes de endotelio con acetilcolina. 1os resultados son medias % error
estandar medio de 10-14 experimentos. * P < 0,05, ** P < 0,01 angiotensina 11 + flavonoide

vs. angiotensina 11 sola.
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Tabla 3. Respuestas contrictiles a  fenilefrina (1 uM) y valores de pD, y E

para las

max

relajaciones inducidas por acetilcolina en anillos adrticos incubados con angiotensina II (1 uM)
durante 6 b en presencia de vehiculo dimetil sulfixido (DMSO), losartin, quercetina (Quer) o
isorbammnetina (Iso) calculados a partir de los datos de la Figura 11 y otros experimentos.

o | Sommestn | matuionaeh
Tratamiento (mg) pD: Emax (%)
DMSO 6 1998 £ 339 6,75+ 0,18 83,2132
Ang II + DMSO 13 | 1806 227 6,68 £ 0,20 63,9+5,6
Losartan (10 pM) 5 1614 £ 235 6,83 +0,23 81,5+52
Ang II + Losartan (10 pM) 7 1653 £ 192 7,03 £ 0,25 82,6 + 54*
GW9662 (1 uM) 8 1725 £ 198 6,88+ 0,13 80,3+ 39
Ang IT + GW9662 (1 uM) 9 2166 £ 405 6,78 £ 0,09 66,0 £ 6,3
Quercetina (10 pM) 12 | 1759 £177 6,77 £ 0,10 77,6+ 3,6
Ang II + Quercetina (1 pM) | 13 | 1829 £227 6,64 £ 0,09 74,6 £5,6
Ang II + Quercetina (10 pM) | 14 | 1493 + 150 6,77 £ 0,15 81,1 £ 4,0%
Isothamnetina (10 pM) 5 1561 £209 6,92 £ 0,19 84,7+ 8,6
Ang IT + Iso (1 pM) 10 | 1820+ 212 6,65+ 0,11 74,0+ 42
Ang II + Iso (10 pM) 10 | 1630 £ 160 6,62+ 0,17 85,3 + 3,7%*

Los valores son medias * error estindar medio. * p < 0,05 y ** p < 0,01 vs arterias tratadas

con angiotensina 11 + DMSO.
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Figura 24. La relajacion independiente de endotelio a nitroprusiato sidico (NPS) no se ve
afectada por angiotensina 11, quercetina o isorhamnetina. 1os experimentos se levaron a cabo
como en la Figura 23, excepto que la relajacion se indujo con NPS. Quercetina e isorbamnetina
se usaron a la concentracion de 10 uM. Los resultados son medias =+ error estandar medio de 5-
9 experimentos.

7.2 Localizacion de la produccion in situ de O,

Con el fin de detectar y localizar en la pared vascular la produccién de O,
analizamos la fluorescencia roja del etidio en secciones de aortas incubadas con
DHE, ya que éste se transforma en etidio debido a la oxidacién producida por el
O,. Observamos nucleos de fluorescencia roja en la adventicia, la capa media y las
células endoteliales (Figura 25A). La fluorescencia roja se cuantificé y los datos
fueron normalizados mediante la fluorescencia azul del marcador nuclear DAPI
(Figura 25B). A las 6 horas angiotensina II habfa inducido un aumento en la
produccion de O,, que fue mas evidente en la capa media del vaso. Quercetina e
isorhamnetina (10 pM) no alteraron la produccion de O, en las arterias control,

pero ambas previnieron el aumento inducido por angiotensina II.
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Figura 25A. Efecto de quercetina e isorhamnetina en la sobreproduccion de O, inducida por
angiotensina 1. Las imdgenes de la izquierda muestran arterias incubadas en presencia de
DHE, que produce fluorescencia roja cuando es oxidado por O, a etidio, y las imdgenes de la
derecha muestran la fluorescencia azul del marcador nuclear DAPI. Awmibas clases de imdgenes
estan superpuestas con la autofluorescencia verde de la elastina (x 400 aumentos). Las imdgenes
son representativas de 5-6 secciones de al menos 3 aortas diferentes.
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Figura 25B. Efecto de guercetina e isorhamnetina en la sobreproduccion de O, inducida por
angiotensina 1. 1 alores de la fluorescencia roja del etidio normalizados con la fluorescencia azul
del DAPI. Los anillos adrticos se incubaron con o sin quercetina o isorhamnetina (10 uM) y

con o sin angiotensina I (1 uM) durante 6 horas. Los resultados son medias =+ error estindar
medio de 4-5 secciones de tres aortas de cada grupo analizadas. * P < 0,05 vs. Control,
# P < 0,05 vs. angiotensina 11 (prueba t de Student’s de nuna cola desapareada).

7.3 Expresion y localizacién de la proteina p47P",

En los anillos aérticos, la incubacién con angiotensina II durante 6 horas
aumentd la expresion de p47™"* determinada mediante western blot (Figura 26).
Estudios preliminares habfan mostrado que este aumento era maximo a las 6 u 8
horas. La coincubaciéon con quercetina o isorhamnetina previno este aumento
inducido por angiotensina II.

El andlisis inmunohistoquimico mostré que la sobreexpresion de p47°"
ocurrié principalmente en la capa media vascular, y fue también prevenido por

quercetina e isorhamnetina (10 uM) (Figura 27).
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Figura 26. Expresion de proteina p47"™ en fraccion citosdlica de aorta. 1a induccion de
47" por angiotensina Il es prevenida por quercetina e isorhammnetina. 1as aortas se incubaron
durante 6 horas en ausencia o presencia de angiotensina I (1 uM), quercetina (10 uM) o
isorbamnetina (10 uMl) y la expresion de la proteina se analizo mediante western blot. Los
valores son medias T error estandar medio (n = 4) de valores densitométricos normalizados con
a-actina y expresados como porcentaje de control. *P < 0,05 vs. control, #P < 0,05 vs.
angiotensina I (prueba t de Student’s de una cola desapareada).
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Control
Negativo

Figura 27. Localizacion inmunobistoquimica de p47". Las aortas se incubaron durante 6
horas en ausencia o presencia de angiotensina 11 (1 uM), guercetina (10 uM) o isorbamnetina
(10 uM). Las imdgenes muestran la proteina p47"" (fluorescencia roja) superpuesta con la
antoflnorescencia verde de la elastina. También se muestra el control negativo en ausencia de
anticuerpo primario. Las imdgenes son representativas de 10-12 secciones de al menos 3 aortas
diferentes.
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7.4 Papel de los receptores de PPAR-y.

El antagonista de receptores de PPAR-y GW9662 (1 uM) (Fu e7 al, 2001) no

modificé la relajacion inducida por acetilcolina en arteria control y no previno la

disfuncion endotelial inducida por angiotensina II (Figura 28). Ademas la mejora

en la relajacion a acetilcolina, debida a quercetina e isorhamnetina, no se vio

afectada por GW 9662 (Figura 28).
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Figura 28. La restanracion de la funcion endotelial inducida por quercetina e isorhamnetina
no se ve afectada por el antagonista de receptores PPAR-y GW9662. Los experimentos se
levaron a cabo como en la Figura 14, y los anillos adrticos se incubaron durante 6 horas en
ansencia o presencia de GW9662 (1 uM). Los resultados son medias =+ error estandar medio de
8-10 experimentos.
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8. Efectos preventivos de quercetina sobre la

hipertensiéon genética.

En estudios anteriores se ha demostrado que quercetina reduce la presion
sanguinea en todos los modelos experimentales de hipertension en los que se ha
ensayado, incluyendo SHR con hipertension establecida (Duarte ef a/, 2001a), en
ratas deficientes en NO (Duarte e a/, 2002), en ratas tratadas con acetato de
deoxicorticosterona mas sal (DOCA-sal) (Galisteo ¢# al., 2004), en ratas Goldblatt
dos rifiones, un clip (Garcia-Saura ef al, 2005) y en ratas Dahl hipertensas
sensibles a la sal (Aoi ef al, 2004). En esta Tesis Doctoral hemos demostrado por
vez primera que quercetina previene el desarrollo de la hipertensiéon cuando se
administra a SHR de 5 semanas de edad. Estos modelos se asocian con disfuncion
endotelial adrtica, y en todos ellos quercetina mejoré la vasodilatacion
dependiente de endotelio (con la excepcion de las ratas Dahl, en las que no se
evalud). Sin embargo, los mecanismos subyacentes implicados no han sido
analizados con detalle hasta el momento.

En el presente estudio mostramos que la mejora de la funcién endotelial
inducida por el tratamiento crénico con quercetina se asocia con un aumento de la
actividad eNOS y una reducida expresién de p47°"* con la subsiguiente reduccion
de la actividad NAD(P)H oxidasa.

En aorta de rata la vasodilataciéon dependiente de endotelio se debe casi
completamente a la liberacién endotelial de NO vy la subsiguiente activacion de la
guanilato ciclasa soluble en las células del musculo liso vascular (Ulker ¢ af., 2003).
La vasodilataciéon independiente de endotelio inducida por el activador de la
guanilato ciclasa, nitroprusiato sodico, fue similar en SHR y WKY, y no se vio

afectada por quercetina, indicando que la disfuncién endotelial y su mejora por
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quercetina se debe a cambios en la biodisponibilidad de NO derivado de
endotelio, mas que a cambios en la sensibilidad del musculo liso vascular a NO.
Ademas, pueden ocurrir cambios aparentes en la vasodilatacion dependiente de
endotelio, debidos a la liberaciéon de vasoconstrictores producidos y liberados por
el endotelio, que originan efectos opuestos al NO (Nagao ¢ al, 1992a,b; Auch-
Schwelk ez al., 1990). De hecho, de acuerdo con datos anteriores (Nagao ef al.,
1992a), las SHR mostraron una vasoconstriccion dependiente de endotelio
inducida por acetilcolina aumentada respecto a sus controles normotensos WKY
en arterias tratadas con el inhibidor de la eNOS, L-NAME. Esta respuesta fue
abolida por el antagonista del receptor de tromboxano-endoperoxido SQ-29,548
(Auch-Schwelk ez al., 1990), lo que indica que la acetilcolina provoca también la
liberacién endotelial de prostanoides vasoconstrictores que modulan la
vasodilatacién mediada por NO. Sin embargo, en el modelo objeto de esta tesis,
quercetina no modificé la vasoconstriccion dependiente de endotelio inducida por
acetilcolina, lo que sugiriere que el efecto protector de quercetina en la funcién
endotelial no tiene relacién con cambios en la vasoconstricciéon dependiente de
endotelio. Estos resultados no descartan sin embargo un posible efecto de
quercetina en la vasoconstricciéon derivada de endotelio en otros modelos de
hipertensién en ratas. De hecho, la vasoconstriccién inducida por acetilcolina fue
inhibida por el tratamiento crénico con quercetina en ratas deficientes en NO
(Duarte et al., 2002) y en ratas Goldblatt (Garcfa-Saura ef al, 2005). Ademas, los
datos mostrados en esta tesis indican que la produccion adrtica de TXA, estaba
aumentada en SHR, lo que también se vio en ratas deficientes en NO (Duarte e/
al., 2002) y en ratas Goldblatt (Garcia-Saura ef @/, 2005) comparadas con sus
controles normotensos. Sin embargo, quercetina redujo los niveles adrticos de
TXA, en ratas deficientes en NO y Goldblatt pero no en SHR. Vistos en conjunto
estos datos sugieren firmemente que quercetina restaura la funcién endotelial en
SHR debido al aumento de la biodisponibilidad de NO.

Los potenciales mecanismos por los que quercetina mejora las respuestas a

NO derivado de endotelio pueden estar relacionados con:
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1. Cambios en la actividad y/o en la expresion de eNOS:

LLa menor sintesis de NO asociada a disfuncién endotelial puede ser causada
por numerosos factores, como por ejemplo, una disminuida expresion de eNOS,
la enzima que lo sintetiza en el endotelio vascular, a una modificaciéon post-
transduccional de la enzima (como su fosforilaciéon o modificaciones por acidos
grasos), a interacciones con proteina de estrés calérico 90 (hsp 90) y caveolinas, o
a concentraciones por debajo del nivel 6ptimo del substrato de la enzima, L-
arginina, o de su cofactor tetrahidrobiopterina (BH,) (Yang e al., 2003).

En concordancia con los datos publicados por Vaziri y colaboradores (1998),
nosotros hemos encontrado que la actividad basal de eNOS en SHR es
significativamente menor que la de WKY, lo que concuerda con las relajaciones
dependientes de endotelio disminuidas y los mayores niveles de presion arterial
obtenidos. Quercetina aumento la actividad eNOS en SHR, lo que podria explicar,
al menos parcialmente, la mejora en la relajacion dependiente de endotelio. Este
efecto no se observé en WKY lo que sugiere que quercetina no interfiere con la
actividad eNOS en sf misma, sino con su expresion, la abundancia de cofactores u
otras protefnas que interactian. Los actuales datos sobre la regulaciéon molecular
de la expresion vascular de eNOS en SHR son bastante conflictivos, ya que se ha
seflalado tanto una menor (Huang, 2003) como una mayor expresion de la enzima
(Khan e al, 2002; Vaziri et al,. 1998) respecto a WKY. Los datos obtenidos en
esta tesis muestran, en contraste con una menor actividad eNOS, que la expresion
adrtica de eNOS estaba aumentada y la de su proteina inhibitoria caveolina-1
reducida en SHR comparadas con WKY. Este fenémeno concuerda con
anteriores estudios, en los que se demuestra que el NO ejerce un efecto de
retroalimentacion negativa en la regulacion de la expresion de eNOS (Chou ef 4/,
1998). Asi, los cambios coordinados en la expresion de eNOS y su regulador
alostérico caveolina-1, pueden observarse tal vez como un mecanismo
compensatorio para mantener la producciéon de NO en una situacion de estrés

oxidativo aumentado. De hecho, nuestros datos avalan esta hipétesis, puesto que
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quercetina reduce el estrés oxidativo y previene estos cambios compensatorios en
la expresion proteica de eNOS y caveolina-1 en SHR.

2. Un descenso en los niveles vasculares de O,, lo que disminuirfa la
inactivacion de NO:

Se ha sugerido que los niveles de O, tras el tratamiento crénico con
quercetina en modelos experimentales de hipertension estan reducidos, basandose
en medidas de marcadores de estrés oxidativo sistémico. Asi, la excrecion urinaria

de 8-isoprostaglandina F,, , malonildialdehido en plasma, o substancias reactivas

2u >
del acido tiobarbitarico en plasma fueron disminuidas por quercetina en SHR
(Piech et al., 2003; Duarte et al., 2001a), ratas deficientes en NO (Duarte e7 al,
2002), ratas tratadas DOCA-sal (Galisteo ¢# al., 2004; Vaziti et al., 1999) o ratas
Goldblatt dos rifiones, un clip (Garcia-Saura ef al., 2005). Sin embargo, los efectos
directos de quercetina en la produccién vascular de O, eran desconocidos hasta
ahora. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que quercetina disminuyé
los niveles vasculares de O, lo que podria deberse a su capacidad para: 1) captar
especies reactivas de oxigeno; 2) regular enzimas generadoras de radicales libres,
o 3) regular enzimas antioxidantes como la SOD, que metaboliza radicales libres.

Numerosos estudios han mostrado efectos beneficiosos en la presion
sanguinea y la funcion endotelial mediante el tratamiento con antioxidantes como
la coenzima hidrosoluble Q10 (Duarte ez a/., 2001b) o las vitaminas C y E (Maeda
et al., 2003). Los efectos como antioxidante y captador de O, de quercetina y sus
metabolitos glucurénicos estan bien documentados (Galisteo e al., 2004; Moon ef
al., 2001; Rice-Evans y Packer, 1998). Pero a pesar de que estos mecanismos
pueden contribuir a la mejora de las relajaciones dependientes de endotelio 7 vivo,
no parece que puedan jugar un papel en el presente estudio ex ziwo ya que los
experimentos se llevaron a cabo 48 h después de la ultima administraciéon de
quercetina, cuando sus niveles en plasma y los de sus metabolitos decayeron por
debajo del 25% de sus niveles maximos (Nadert ef a/., 2003).

La NAD(P)H oxidasa en un complejo enzimatico de mdltiples subunidades

responsable de la reduccién monoelectronica del oxigeno para producir O, a
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expensas de NAD(P)H (Ozgova ef al., 2003). De forma similar a la oxidasa de los
neutréfilos, la NAD(P)H oxidasa vascular comprende un flavocitocromo b558
heterodimérico unido a membrana (formado por gp917" [nox 2] u homélogos de
gp91°"> [nox 1y nox 4], y p22°") y 3 subunidades citoplasmaticas, p47°"*, p67°**
y p40P"* (Ozgova et al., 2003) Este complejo enzimatico es considerado la fuente
mas importante de O, en la pared vascular (Manach e7 a/., 2005). Un exceso en la
generacion de O, sintetizado por NAD(P)H oxidasa se relaciona de forma crucial
con la disminuciéon de NO asociado a disfuncién endotelial en hipertension clinica
y experimental (Li y Sha, 2003; Cai y Harrison., 2000; Griendling ez al., 2000a;
Babior, 1999; Rajagopalan ez al, 1996; Ohara et al, 1993). Los resultados por
nosotros obtenidos indican que la generaciéon de O, inducida por NAD(P)H
oxidasa estaba aumentada en aorta de SHR y que este efecto era inhibido por
quercetina. Estos resultados sugieren que la disminucién de O, derivado de
NAD(P)H oxidasa y asi la menor inactivaciéon de NO podtia ser un importante
mecanismo que contribuyese a la prevencion de la disfunciéon endotelial por
quercetina.

Numerosos y recientes estudios han sugerido que la subunidad p47°"* de
NAD(P)H oxidasa juega un papel esencial en el estrés oxidativo vascular y la
presion sanguinea en respuesta a angiotensina I zz vivo (Virdis ez al., 2004; Touyz
2001). De hecho, el inhibidor de NAD(P)H oxidasa, apocinina, que impide la
unién de las subunidades p47™"* y p67°"* con el complejo de membrana de la
NAD(P)H oxidasa (Meyer y Schmitt, 2000), redujo la presion sanguinea y la
disfuncion endotelial en ratones perfundidos con angiotensina II (Griendling e7 al.,
2000a) y la disfuncion endotelial en SHR 7x vitro (datos del presente estudio). Los
resultados de esta tesis muestran que en SHR hay mayores niveles de esta proteina
componente de NAD(P)H oxidasa en ambas fracciones aodrticas, tanto en
citosolica, como en unida a membrana, particulada, que en las aortas de WKY.
Este aumento en la expresién proteica de p47™™* concuerda con la mayor
producciéon de O, encontrada en aorta SHR estimulada con NADPH. FEl

tratamiento con quercetina disminuy6 los niveles de esta proteina en ambas
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fracciones de aorta SHR, sin un efecto significativo en WKY, sugiriendo que
quercetina redujo la produccion de O, inducida por NADP)H oxidasa
disminuyendo la expresién de la subunidad p47°"* de NAD(P)H oxidasa vascular.

3. Regular enzimas antioxidantes, incluyendo SODs, que metabolizan radicales
libres (datos no incluidos en esta tesis, pero recogidos en articulos publicados

citados en la bibliografia).

Junto con estos datos vasculares, en SHR observamos un mayor indice de
ventriculo izquierdo en relacién con las WKY. Esta alteracion del tamafio
miocardico se acompafa con una marcada hipertrofia de los cardiomiocitos y la
gran infiltracién de fibras de tejido conectivo en el musculo cardiaco. Estos
cambios en la estructura y la composicion del ventriculo izquierdo parecen estar
relacionados con una mayor produccion de ROS (Jiang Y e al, 2007; Kai e al.,
2006; Wu et al, 2005; Higashi M ez al, 2003). De hecho, se ha demostrado
recientemente (Yamamoto e al, 2006) que el tratamiento de SHR-SP durante 4
semanas con el inhibidor del sistema NADPH oxidasa apocinina redujo
ligeramente la presion arterial; sin embargo suprimié la hipertrofia cardiaca y el
exceso de depositos de colageno. Estos dltimos efectos se acompanaron con una
reduccion de la actividad NADPH oxidasa ventricular y de la generaciéon de O,
De manera analoga, el tratamiento crénico de forma oral con quercetina redujo el
remodelado cardiaco en SHR hasta mostrar una morfologfa cardiaca similar a la
de las ratas normotensas WKY. Este efecto protector podria deberse, como se ha
seflalado, a su efecto antihipertensor conjuntamente con un posible efecto
reductor del estrés oxidativo en el corazén relacionado con su capacidad de
inhibir el sistema NADPH oxidasa.

La principal conclusiéon que se puede obtener de este estudio es que el
tratamiento oral con el flavonoide quercetina resulté en un aumento de la
actividad eNOS y una menor generacion de O, mediado por NAD(P)H oxidasa
asociada a una reducida expresion de p47™* (Figura 29). Estos hallazgos

proporcionan nuevas evidencias para entender como quercetina mejora la funcién
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endotelial vascular y disminuye la presion arterial sanguinea en la hipertension y
ademas refuerzan la idea de los efectos beneficiosos de este componente de la
dieta en enfermedades cardiovasculares asociadas con disfuncion endotelial, como

sugieren estudios epidemiolégicos.

5 * Disfuncion endotelial en SHR
ADNNNO —
(+) A e
+

N@ >

Membrana célula muisculo liso vascular

Caveolinas

Figura 29. Esquema celular de disfuncion endotelial en SHR. En SHR encontramos una
mayor expresion de la subunidad p47" de NAD(P)H oxidasa, una mayor produccion
estimulada por parte de esta enzima de anion superixido (O,) y, paraddjicamente, una mayor
expresion de la engima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) pructora de dxido nitrico (NO),
Y una menor expresion de una de sus proteinas inbibitorias, caveolina-1, lo que conduce a una
mayor interaccion de O, con NO, la consigniente disminucion en la biodisponibilidad de este
vasodilatador y asi a la disfuncion endotelial (flechas en azul). Quercetina e isorbamnetina
reducen la sobre expresion de p477", disminnyen la produccion de anion superdxido, anmentan
la expresion de caveolina-1, normalizan la expresion de eNOS, con todo lo cual anmentan la
biodisponibilidad de NO, mejorando la disfuncion endotelial (flechas en naranja). Abreviaturas
Y simbolos: Ach: acetileolina. R-NM3: Receptor muscarinico de acetilconilna 3. R-ATT: Receptor
de angiotensina 11 1. (+): Activacion. (-): Inhibicion. ﬂ Aumento. l Disminucion. ?:
Mecanismo exacto desconocido.
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9. Efecto de quercetina e isorhamnetina sobre la
disfunciéon endotelial inducida por angiotensina II in

vitro.

Se sabe que angiotensina II es un desencadenante de estrés oxidativo, y que el
consiguiente O, creado produce la inactivaciéon de NO, lo que desempefia un
importante papel en la génesis clinica de la disfuncién endotelial y la hipertension
(Calo et al., 2005; Cai y Harrison, 2000). La disfuncién endotelial esta presente en
animales con hipertension inducida mediante la perfusiéon de angiotensina II, asi
como en ratones que de forma crénica sobre expresan renina y angiotensinégeno
(Chabrashvili e# al., 2003; Didion e al., 2000; Rajagolapan e# al., 1996). El hecho de
que angiotensina II pueda inducir también disfuncién endotelial 7z vitro en arteria
carétida de ratén (Didion ef al, 2005) y, como muestran nuestros resultados, en
aorta de rata, indica que estos cambios son debidos a efectos directos de
angiotensina II sobre la pared vascular, independientemente de hormonas
circulantes, mecanismos neurogénicos o cambios en la presion arterial. En esta
Tesis, esta alteracion se suprimié mediante la coincubacién con el antagonista de
receptores de angiotensina II AT-1, losartan, demostrando que la disfuncién
endotelial estd mediada por la activacion de estos receptores AT-1. Como se
indic6 en el apartado 1, la administracién crénica de forma oral de quercetina
disminuye la presion arterial y la disfuncion endotelial en numerosos modelos
animales de hipertension (Garcia-Saura ef al., 2005; Galisteo ¢ al., 2004; Duarte ez
al., 2002, 2001a,b), sin embargo, no esta claro si los efectos sobre la funcién
endotelial en estos modelos se debieron a un efecto directo sobre la pared
vascular, a la reduccién de la presion arterial, o a mecanismos neurohumorales de
quercetina y sus metabolitos. Los resultados de esta tesis muestran que tanto
quercetina como isorhamnetina fueron efectivos iz witro, disminuyendo la
disfunciéon endotelial en anillos adrticos. Ademas, cabe sefalar que la

concentracion efectiva de quercetina fue menor de 1 pM, lo que esta en el rango
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de concentracién alcanzada en plasma tras una comida con el contenido estandar
de flavonoides (Manach ez @/, 2005), lo que indica que este efecto parece ser
fisiol6gicamente relevante.

Ya se sefialé que la excesiva generacion de O, esta intimamente relacionada
con la disminucién de NO asociada a la disfuncion endotelial en anillos adrticos
de ratas perfundidas con angiotensina II (Chabrashvili ez a/, 2003; Rajagolapan ez
al., 1996). En los experimentos llevados a cabo, la presencia de SOD en el bafio
de 6rganos restauré la relajacion inducida por acetilcolina en anillos adrticos
expuestos a angiotensina II. De forma analoga, la sobre expresion de SOD
previno, mientras que la disminucién de SOD potencid, la disfuncién endotelial
inducida por angiotensina II (Didion e al, 2005). Los resultados obtenidos
también muestran que angiotensina Il aumenté la produccion intracelular de O,
determinado mediante la fluorescencia roja del etidio, principalmente en las
células de mdusculo liso de la capa media vascular, y que quercetina e
isorhamnetina redujeron este aumento en la producciéon de O, en dichas células.
También hay que hacer notar que la vasodilatacién independiente de endotelio
inducida por el activador de la guanilato ciclasa soluble, nitroprusiato sédico, fue
similar en anillos control y tratados con angiotensina II, y no se vio afectada por
los flavonoides, lo que indicaria que la disfunciéon endotelial se debe a cambios en
la biodisponibilidad del NO derivado del endotelio, mas que a posteriores efectos
en el musculo liso vascular, al igual que se vio en las pruebas tras el tratamiento
oral con quercetina.

El efecto maximo de angiotensina II se observé a las 6-8 horas de incubacion,
y hay que tener en cuenta que angiotensina II no estaba presente durante las
pruebas con acetilcolina. De igual forma, quercetina e isorhamnetina estuvieron
presentes durante la incubaciéon con angiotensina II, pero no durante las pruebas
de funcién endotelial. Estos lentos y persistentes cambios inducidos por
angiotensina II concuerdan con cambios relacionados con la expresion génica de
determinadas enzimas, como NAD(P)H oxidasa. Apocinina, el inhibidor de

NAD(P)H oxidasa, ademas de reducir la disfuncién endotelial en ratones
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perfundidos con angiotensina II (Griendling e# a/., 20002) como se ya se dijo en el
anterior apartado, también lo hizo como se muestra en esta tesis, en SHR y anillos
adrticos expuestos a angiotensina I 7z vitro. Estos resultados sugieren firmemente
que el O, generado por NAD(P)H oxidasa esta también relacionado con la
alteracion de la funcién endotelial inducida por la incubacién 7z witro con
angiotensina II. Ademas de en experimentos zz vivo (Li et al., 2004; Landmesser ez
al., 2003), los cambios inducidos por angiotensina II en la expresiéon vy
fosforilacién de p47°" han sido ampliamente analizados en cultivos de células de
musculo liso (Lyle y Griendling, 2006). En esta tesis se muestra que, en aortas
incubadas durante 6 horas con angiotensina II se encontraron mayores niveles de
esta proteina componente de NAD(P)H oxidasa, medidos mediante western blot,
que en aortas control. El analisis inmunohistoquimico revel6 que esta sobre
expresion de p47™"* se daba principalmente en la capa media del vaso. Este
aumento en la expresion proteica de p47™™* concuerda con el aumento en la
producciéon de O, encontrado en aortas estimuladas con angiotensina II. La
coincubacién con quercetina o isorhamnetina disminuy6 los niveles de esta proteina
en ambas fracciones adrticas tratadas con angiotensina II, asi como su deteccion
inmunohistoquimica, sin un efecto significativo en los anillos control, lo que parece
sugerir que tanto quercetina como su metabolito metilado isorhamnetina redujeron
la producciéon de anién superéxido disminuyendo la expresion de la subunidad
p47"* de la NAD(P)H oxidasa vascular estimulada por angiotensina 11, lo que
concuerda con los resultados que se obtuvieron en el tratamiento de SHR mediante
la administracion crénica de quercetina de forma oral. En conjunto estos resultados
apuntan a que una menor cantidad de O, derivado de NAD(P)H oxidasa, y
consiguientemente una menor inactivacion de NO y su mayor biodisponibilidad,
podria ser un mecanismo importante que contribuyese a la prevenciéon de la
disfuncién endotelial por quercetina, tanto zz vivo como in vitro.

Recientemente se ha sugerido que quercetina muestra efectos como agonista
de receptores PPARy (Liang e al, 2001). Como los ligandos agonistas de

receptores PPARy reducen la generacién de O, estimulado por angiotensina 11 en
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células endoteliales de arteria coronaria humana (Mehta e a/., 2003) y fibroblastos
cardiacos (Chen y Mehta, 2000), se pensé que quercetina e isorhamnetina podrian
prevenir la disfuncién endotelial a través de la activacién de estos receptores. Sin
embargo, el antagonista de receptores PPARy GW9662 no modificé los efectos
inducidos por quercetina e isorhamnetina, lo que parece indicar que estos efectos
protectores no estan relacionados con la activaciéon de receptores PPARy. Dos
mecanismos potenciales pueden estar involucrados en los efectos de quercetina.
Primero, las especies reactivas de oxigeno pueden activar su propia produccion
incrementado la expresion de las subunidades del sistema NAD(P)H oxidasa (Cai,
2005). Por tanto, quercetina e isorhamnetina, mediante su efecto captador de
especies reactivas de oxigeno, podrian inhibir este mecanismo de
retroalimentacién positivo. Adicionalmente, varias protein kinasas (por ejemplo,
protein kinasa C, protein kinasa activada por mitégeno, y Src) han sido implicadas
en la activacion del sistema NAD(P)H oxidasa inducida por Ang II (Lassegue y
Clempus, 2003). Como quercetina y otros flavonoides relacionados son conocidos
inhibidores de protein kinasas (Middleton ez @/, 2000), es posible que este efecto
pueda esta involucrado en la prevenciéon de la disfuncion endotelial inducida por
Angll.

En conjunto estos resultados indican que tanto quercetina como
isorthamnetina previenen la disfunciéon endotelial inducida mediante Ang II al
inhibir la sobre expresién de p47™*>* y el subsiguiente aumento en la produccién
de O,, lo que finalmente se traduce en un aumento de la biodisponibilidad de

o6xido nitrico (Figura 30).
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Caveola

Membrana célula endotelial

Ang1l NO
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Disfuncion endotelial inducida
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Figura 30. Esquema celular de disfuncion endotelial inducida por angiotensina 11 (Ang I1) y
efecto sobre ella de los flavonoides quercetina e isorbamnetina. Encontramos una mayor expresion
de la subunidad p47" de NAD(P)H oxidasa en las células del misculo liso vascular (capa
media), junto con una mayor produccion de anion superoxido (O,), por lo que se produce mayor
interaccion con el dxido nitrico (NO) sintetizado por la dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
de las células endoteliales, disminnyendo la biodisponibilidad de NO y produciéndose la
disfuncion endotelial (flechas en azul). Quercetina e isorhamnetina reducen la sobre expresion de
47" disminuyen la produccion de anion superdxido y asi anmentan la biodisponibilidad de
NO, mejorando la disfuncion endotelial (flechas en naranja). Abreviaturas y simbolos: Ach:
acetileolina. R-N3: Receptor muscarinico de acetileonilna 3. R-AT1: Receptor de angiotensina
II. En azul, efectos debidos a disfuncion endotelial. En amarillo, efectos debidos a los
flavonoides. (+): Activacion. (-): Inhibicion. ﬂ Aumento. l Disminucion. ?2: Mecanismo
excacto desconocido.
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Conclusiones.

1. El tratamiento crénico con el flavonol quercetina a la dosis de 10 mg/Kg
por via oral en SHR prehipertensas, previene el desarrollo de hipertension,
disfuncién endotelial e hipertrofia cardiaca. La mejora de la funcién endotelial se
debe a que produce un aumento de la actividad eNOS y una menor expresion de
la subunidad citosdlica del sistema NAD(P)H oxidasa p47°", lo que conduce a

una menor generaciéon de O, y un aumento de la biodisponibilidad de NO.

2. Tanto quercetina como su principal metabolito, isorhamnetina, previenen
la disfuncién endotelial 7z vitro, en aortas de WKY, inducida por Ang II, al inhibir
la sobre expresion de p47°™* en la tdnica media del vaso, con el consiguiente

descenso en la producciéon de O, por la NAD(P(H) oxidasa.

3. Estos resultados concuerdan con los datos epidemiolégicos que muestran
una correlaciéon inversa entre la ingesta de flavonoides en la dieta y el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, demostrando el papel protector de
quercetina asi como de isorhamnetina. Y que los efectos inhibidores de estos
flavonoles sobre la NAD(P)H oxidasa vascular, principal generadora de estrés
oxidativo en la wvasculatura, son cruciales para sus beneficiosos efectos

cardiovasculares.
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