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"Las fuerzas naturales que se encuentran dentro
de nosotros son las que verdaderamente

curan las enfermedades."

Hipocrates
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Introduccion

1. HIPERTENSION ARTERIAL Y ESTRES OXIDATIVO

El aumento del estrés oxidativo se ha demostrado en modelos
animales con hipertensién espontdnea (genéticos) (Schnackenberg et al.
1999; Duarte et al., 2001) y en modelos experimentales de hipertensidn,
como la inducida por angiotensina IT (Ang-II) (Kopkan et al., 2006),
DOCA (Galisteo et al., 2004), hipertensién inducida por intoxicacién con
plomo (Vaziri et al.,, 1997), por T4 (Moreno et al., 2005), y por la
inhibicion de la d6xido nitrico sintasa (NOS) (Sainz et al., 2005). A
diferencia de lo que ocurre en los modelos animales, la asociacion entre el
estrés oxidativo y la hipertensién en humanos es menos consistente, y los
resultados varian en funcién del marcador de dafio oxidativo investigado

(Ward et al., 2006).

El aumento del estrés oxidativo se ha observado en hipertensiones
secundarias a enfermedades, como en el caso de la insuficiencia renal. En
insuficiencia renal crénica (IRC) e hipertension, hay asociado un aumento
del estrés oxidativo y reduccién en la disponibilidad del 6xido nitrico
(NO) tisular (Vaziri et al., 1998). En este tipo de hipertensidn, las
medidas que mejoran el estrés oxidativo, aumentan la disponibilidad del

NO y mejoran la hipertension urémica (Vaziri et al., 2002), apoyando la
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idea de que el estrés oxidativo contribuye a la patogénesis de la

hipertensién arterial urémica.

Se ha demostrado, en experimentos in vitro, que las especies
reactivas de oxigeno (ROS), resultado del metabolismo celular, aparte de
producir dafo celular, actian como mediadores en la vasoconstriccion
(VC), y al bloquear la produccion de ROS, se atenta el aumento de la

presion arterial (Landmesser et al., 2002).

Hay estudios, en modelos animales de hipertension, que
demuestran que los antioxidantes pueden reducir la presion arterial
(Schnackenberg et al., 1999; Duarte et al., 2001; Kopkan et al., 2006;
Galisteo et al., 2004; Vaziri et al., 1997; Moreno et al., 2005; Sainz et
al., 2005), aunque, hay otros que no demuestran esta asociacion (Zhang
et al., 2004; Elmarakby et al., 2005). La disminucién del estrés oxidativo,
con antioxidantes, reduce la inactivacién del NO mediado por las ROS,
aumentando la disponibilidad de este y atenuando la presion arterial
(Vaziri et al., 1999). En estudios en humanos, la terapia con fdarmacos
antihipertensivos, como los bloqueantes de los receptores tipo 1 de

angiotensina (ATIR) (Chamorro et al., 2004) o los antagonistas del calcio
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(Taddei et al., 2003), ademds de reducir la presién arterial, parecen

tener efectos beneficiosos sobre el estrés oxidativo.

Clasicamente, la Ang-IT es conocida como un agente vasoactivo que
participa en la regulacion hemodindmica sistémica y local, y es
considerada como una citokina verdadera. La Ang-II ftisular juega un
papel importante en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca y en el dafio
renal (fibrosis renal) de la hipertensién (Morgan et al., 1991; Mezzano et
al., 2001) junto a la endotelina tisular (ET) (Karam et al., 1996). La Ang-
IT puede contribuir al mantenimiento de la hipertension a través de la
estimulacion del estrés oxidativo (Romero et al., 1999) acompafdndose
por un aumento de los niveles de 8-iso-prostaglandinaF2a (Isoprostano
F2a) (Aizawa et al., 2002). El Isoprostano F2a es una forma no
enzimdtica producida por el ataque de los radicales superéxido al dcido
araquidénico (Roberts et al., 1997). Los isoprostanos F2a tienen gran
potencia como vasoconstrictores y como antinatriuréticos (Takahashi et
al., 1992). Sin embargo, la Ang-IT puede cambiar la producciéon de ET
(Kohno et al.,, 1992), la cual ha demostrado que estimula el estrés
oxidativo (Fukunaga et al., 1995). Estas alteraciones, junto con la
reduccién del NO, podrian potenciar el efecto vasoconstrictor de la Ang-

IT y podrian explicar porqué la hipertension se mantiene aln cuando los
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niveles de Ang-IT son normales (Trippodo et al., 1981). Esta secuencia de
eventos parece ser que juega un papel fundamental en la patofisiologia
del modelo animal de ratas espontdnamente hipertensas (SHRs) (Romero

et al., 1999).

El modelo SHRs, que es el modelo de hipertension animal mds
parecido al humano, estd caracterizado por un aumento del estrés
oxidativo (Suzuki et al., 1995; Duarte et al., 2001), y por un incremento
de la produccion del anién superdxido que contribuye a la hipertension
(Suzuki et al., 1995). De hecho, la reduccion del anién superéxido con
aloxantina (inhibidor de la xantina-oxidasa) o tempol (un antioxidante de
la superéxido dismutasa (SOD)) (Miyamoto et al., 1996, Schnackenberg
et al., 1999), disminuye de modo agudo la presion arterial media (PAM) en
SHRs. La actividad plasmdtica de la renina y los niveles de Ang IT no
estdn incrementados en las SHRs (Trippodo et al., 1981) y existe
evidencia considerable de que el sistema renina-angiotensina (SRA) juega
un papel importante en la patogénesis de la hipertensién arterial en este
modelo experimental. El bloqueo crénico del receptor de AT1 previene o
atenda el desarrollo de la hipertensién (Mizumo et al., 1992; Zhou et al.,
2002), la hipertrofia cardiaca (Mizumo et al., 1992) y el dafio renal en las

SHRs (Chamorro at al., 2003).
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En SHRs, es evidente el estrés oxidativo, la elevacién de NADP(H)
oxidasa (enzima que cataliza la reduccién de oxigeno molecular y produce
anién superéxido) y de isoprostanos F2a en los tejidos renales y
cardiovasculares. La administracién, en estos animales, de agentes
antioxidantes como los flavonoides (antioxidantes presentes en las
frutas y verduras) mejora la HTA y los efectos de esta en los 6rganos

diana (Pérez-Vizcaino et al., 2009; Galindo et al., 2012).

La hipertension en SHRs se agrava con la administracién de DOCA
a una dosis que no aumenta la PA en ratas no hipertensas (De Gracia et
al., 2000). Los mecanismos por los que la DOCA aumenta la PA en SHRs
no estan definidos. Chamorro et al. (2004), mostraron que el tratamiento
con DOCA en SHRs produce aumento en los niveles de excrecién urinaria
de isoprostanos F2a y en los niveles de endotelina (ET) en el cortex
renal, asi como la no supresion de la Ang-IT renal, y que la retencién de
sodio por los mineralcorticoides puede jugar un papel importante,
pudiendo agravar el desplazamiento a la derecha de la curva de presién-
diuresis-natriuresis en SHRs (Kline et al., 1994). De hecho, la
administracién de DOCA a las SHRs provoca una hatriuresis normal con
un incremento de la PA, sugiriendo un defecto en la relacion de presién-

natriuresis. Una de las principales observaciones que encontraron es que
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el losartan reduce la PA en el modelo de hipertensién DOCA en las SHRs.
El hecho que el losartan reduzca la PA en ambos grupos (ratas SHRs
DOCA y no DOCA) de modo similar, indica que este fenémeno podria ser
independiente de la renina. Estos datos contrastan con la supresion del
efecto antihipertensivo del losartdn por la DOCA en la hipertension
inducida por inhibicion del NO en ratas (De Gracia et al., 2000), y con la
incapacidad reconocida del bloqueo de los receptores AT1 para reducir la
PA en las ratas hipertensas DOCA-sal (Fujita et al., 1997; Kim et al,,
1994), que se han encontrado por otros grupos de trabajo. El mecanismo
por el cual el losartdn inexplicablemente reduce la PA en las SHRs
tratadas con DOCA no estad claro, pero la disminucién del aumento del
estrés oxidativo y la reduccidn en los niveles renales de ET y Ang-II

podria participar en este fendomeno.
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2. METABOLISMO DEL GLUTATION Y BSO

El glutatién (GSH) es el tiol no proteico mds abundante intracelular
con mdltiples funciones como agente antioxidante (Halliwell y Gutteridge,
1989). Actda para eliminar las ROS, asi como para regenerar otros

antioxidantes a partir de sus formas oxidadas (Dhalla et al., 2000).

La mayor parte de GSH (85-90%) esta presente en el citosol, el
resto en muchas organelas (incluyendo mitocondrias, matriz nuclear, y
peroxisomas) (Lu, 2000). A excepcidn de los dcidos biliares, que pueden
contener hasta 10 mmol/L de GSH, las concentraciones extracelulares de
GSH son relativamente bajas (2-20 micromol/L en plasma) (Jones et al.,
2002 y Griffith et al., 1999). El GSH es oxidado fdcilmente de forma no
enzimdtica a disulfuro de glutation (6SSG) por sustancias electrofilicas
(los radicales libres y especie reactiva de oxigeno o del nitrégeno) (fig.1).
Las concentraciones celulares de GSH se reducen en respuesta a la
desnutricion proteica, el estrés oxidativo, y a muchas condiciones
patoldgicas. La relacion [6SH]: [6SSG], es de uso frecuente como

indicador del estado redox.
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H,0, NADP
Glutation (GSH) /\
GPx GR
\/ Glutation oxidado (GSSG)
H,O + O, NADPH

Figura 1: Sistema antioxidante GPx/GR.

GPx: Glutation peroxidasa.GR: Glutation reductasa.

2.1 Sintesis 6SH

La sintesis de GSH desde glutamato, cisteina, y glicocola es
catalizada secuencialmente por dos enzimas citosélicas, gamma-
glutamilcisteina sintasa (6CS) y ligasa de GSH (fig.2). Este proceso
ocurre virtualmente en todos los tipos de células, siendo el higado el

principal productor y portador de GSH.
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Gamma- ’ Glutation

GSSG
glutamil-AA (GSH) / o
NADPH
NADPH +
) g
Gamma-
5. .
_ Glutamil-
Oxoprolina Cisteina

N

Glutamato

Figura 2. Sintesis del glutation.

El estrés oxidativo, el estrés nitroxidativo, las citokinas
inflamatorias, el cdncer, la quimioterapia del cdncer, la radiacion
ionizante, el choque de calor, la inhibicién de la actividad de GCS, el
agotamiento de GSH, la conjugacién de GSH, la prostaglandina A2, los
metales pesados, los antioxidantes y la insulina aumentan la transcripcion
actividad del 6CS en multitud de células (Townsend et al., 2003). En
cambio, la carencia de proteinas, la dexametasona, la eritropoyetina, el
factor de crecimiento tumoral beta, la hiperglucemia, y la fosforilacién

del 6CS disminuyen la transcripcion o actividad del GCS. El factor kappa-
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p nuclear disminuye la expresion de GCS en respuesta al estrés
oxidativo, a citokinas inflamatorias, y a la inhibicién del GSH inducida por

sulfoximina- butionina (BSO).

2.2. Funciones del GSH.

El GSH elimina directamente con eficacia los radicales libres y
otras ROS (radical de hidroxido, radical peroxilipidico, peroxinitritos, y
H.0,) directamente e indirectamente a través de reacciones enzimdticas
(Fang et al., 2002). El GSH estd presente en algunas funciones vitales de
los animales. Son necesarias concentraciones adecuadas de GSH para la
proliferacion celular, incluyendo linfocitos y células del epitelio intestinal
(Aw et al., 2003). Ademds, el GSH es esencial para la activacion de
linfocitos T y de leucocitos polimofonucleares asi como para la
produccién de citokinas, y por lo tanto para activar repuestas

inmunoldgicas contra los desafios inmunoldgicos (Cai et al., 2003).

2.3. Inhibidores de GSH

Aunque se conocen varios inhibidores de GCS, el mds utilizado ha
sido la SR-L-butionina sulfoximina (BSO). A diferencia de la metionina
sulfoximina, el BSO es relativamente toxico, su principal efecto in vivo es

inhibir la 6CS. Algunos estudios han demostrado la inhibicion del
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transporte en los rifiones de GCS por BSO (Anderson y Meister 1983). La
eficacia del BSO como inhibidor de la GCS se ha usado in vivo en varias
aplicaciones. Se trata de un agente selectivo Gtil para disminuir la

sintesis de GSH, disminuyendo los niveles de GSH (Meister, 1983%).

3. MODELO ANIMAL DE HIPERTENSION-BSO INDUCIDA POR

ESTRES OXIDATIVO.

El estrés oxidativo y la hipertensién arterial se puede producir en
ratas Sprague-Dawley por la administracion oral de butionina sulfoximina
(BSO), el cual produce disminucion de glutation por inhibicion selectiva
de la GCS, que es una enzima del metabolismo del GSH. Este modelo de
hipertension es atenuado por la terapia antioxidante (Vaziri et al., 2002)
y agravado por el aumento de ingesta salina (Banday et al., 2007), por la
administracién de acido dietilditiocarbdmico (DETC), un inhibidor de la
SOD, y por el estado hipertiroideo, los cuales aumentan el estrés

oxidativo.

Grossman (2008), propuso los siguientes criterios para la

identificacion del estrés oxidativo como causa de hipertension:
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1.- El estrés oxidativo debe estar asociado con hipertension.

2.- El mecanismo por el cual el estrés oxidativo causa hipertension

debe ser conocido.

3.- El estrés oxidativo puede causar hipertension arterial en

animales de experimentacion.

4.- Los antioxidantes pueden disminuir la presion arterial.

De acuerdo con la evidencia disponible, la HTA inducida por BSO
es un prototipo de HTA provocada por el aumento del estrés oxidativo.

En este modelo de hipertension, se ha evaluado la contribucion
potencial de factores patogénicos, incluyendo la reactividad vascular, los
factores derivados del endotelio, la actividad del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, la produccion de tromboxano A2-, PGI2, la
sensibilidad al sodio, la natriuresis renal inducida por dopamina, y el fono

simpdtico.
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4. EFECTOS CARDIOVASCULARES Y RENALES POR

DISMINUCION DE GLUTATION CON BSO.

4.1. Efectos en la Presion arterial

Los efectos de la administracién de BSO sobre la PA que hay
publicados son discrepantes. Al medir la PA por pletismografia en ratas,
se ha obtenido resultados muy heterogéneos, desde incrementos
marcados de la PA (alrededor de 100mmHg) (Vaziri et al., 2000; Zhou et
al., 2002), incrementos menores (de unos 20mmHg) (Bayorh et al., 2003;
Ganafa et al., 2004), e incluso hay algunos autores que no han encontrado
modificaciones en la PA (Iwata et al.,, 2007). Estas discrepancias, en
cuanto a las cifras de PA, también se han encontrado con mediciones de
esta por registro directo. Ford et al. (2006), encontraron que la
administracién de BSO (20 o 30 mM en agua de bebida) no tenia efecto
significativo en la presion arterial sistélica medida por registro directo
en dos localizaciones diferentes (arteria femoral y carétida) en
repetidas ocasiones durante mds de 10 dias en animales despiertos o al
final del periodo de experimentacion bajo anestesia. En contraste con
estos datos, Banday et al. (2007, 2008) en varios estudios, observaron un

modesto incremento de la PA , entre 13-23 mmHg, en ratas anestesiadas.
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Todas estas diferencias son dificiles de explicar, pero no pueden ser
atribuidas al método de medida de la PA, ni al tipo de animal usado (ratas
Sprague-Dawley en todos los casos) ni a un efecto central del BSO que
predispone a estos animales a aumentos de la PA bajo situaciones de

estrés, como sugirié Ford et al. (2006).

Cualquier estimulo hipertensivo suele producir menor aumento de
PA en ratones que en ratas. Asi, en la mayoria de los estudios tras 4
semanas de induccion de hipertension, la PA sistdlica esta alrededor de
200mmHg en el modelo de hipertensiéon en ratas (renovasculares y
DOCA) y alrededor de 140mmHg en ratones (Ford et al., 2006). Estas
observaciones deben de tenerse en cuenta para el andlisis y discusion de

las muestras obtenidas en ratones.

4. 2. Efecto en la Frecuencia cardiaca

Los estudios llevados a cabo en este modelo animal de HTA en
ratas, en cuanto a la modificacién de la frecuencia cardiaca (FC) no son
concluyentes. Ford et al. (2006) no encontraron modificaciones
significativas con BSO en la FC a lo largo de los dias de tratamiento, ni
en el registro directo al final del tratamiento tras 10 dias de

administracién. Sin embargo, Ganafa et al. (2002) observaron que la
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administracién de BSO a ratas Sprague-Dawley durante 24 horas
producia una evolucion paralela entre la FC y la presién arterial media
(PAM), pero no encontraron diferencias significativas en la tasa de FC
tras una semana de tratamiento. Un aumento del estrés oxidativo
inducido por la administracion sistémica de un inhibidor de la SOD como
el DETC produce un aumento en la FC, PAM y en la actividad del sistema
nervioso simpdtico renal (SNSR) (Shokoji et al.,2004), que es revertido
por la administracién sistémica de Tempol ( un mimético de la SOD) (Raij
et al,1989; Shokoji et al.,2004; Chen et al.,2007). Estas observaciones
sugieren que el aumento en forma dosis repuesta de la FC observada con
el tratamiento con BSO puede ser secundario al aumento de la actividad

simpdtica inducida por el aumento de estrés oxidativo.

4.3 Efecto en la Hipertrofia cardiaca y renal

En humanos la adaptacion cardiaca a la hipertensién, produce
hipertrofia concéntrica secundaria a la elevacion de las resistencias
vasculares periféricas y al aumento de la carga ventricular. La
hipertrofia cardiaca es la base del desarrollo de patologias cardiacas

como la insuficiencia cardiaca y de trastornos del ritmo, que explican la
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alta tasa de muerte sibita de origen cardiaco en los pacientes

hipertensos.

En este modelo de hipertensién en ratas, tras 10 dias de
tratamiento con BSO a dosis de 20 o 30 mmol/L, Ford et al. (2006), no
observaron hipertrofia cardiaca como se esperaba. Sin embargo, Johns
et al. (1996), observaron inesperadamente que los ratones con HTA
renovascular o DOCA-sal no desarrollaban hipertrofia cardiaca tras 4
semanas de induccién de la hipertensidn, en contraste con la hipertrofia
encontrada en este modelo de hipertension en ratas. Todos estos
hallazgos sugieren que los ratones tienen una sensibilidad disminuida a

desarrollar hipertrofia cardiaca.

4 .4 Efecto sobre la Reactividad vascular

La deplecion de GSH inducido por BSO provoca disfuncidn
vasomotora por el estrés oxidativo. Sin embargo, hay resultados
contradictorios sobre su capacidad de respuesta a vasoconstrictores

(VC) o vasodilatadores (VD) endotelio-dependientes o independientes.
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Ganafa et al. (2002) encontraron una mayor capacidad de
respuesta de la presion sanguinea, con un aumento de PA y una reduccion
de la FC a fenilefrina a las 24 horas de la administracién de BSO. Del
mismo modo, Ford et al. (2006) vieron que a los 10 dias de tratamiento
con BSO, se produce un aumento en la sensibilidad y mdxima respuesta
vasoconstrictora en anillos adrticos a la fenilefrina, pero no encontraron
diferencias en la curva dosis-respuesta a KCl entre el grupo BSO y grupo
control. Sin embargo, Banday et al. (2007), en estudios similares, no
encontraron diferencias en la vasoconstriccién mdxima en anillos aérticos

con fenilefrina o KCl en ratas tratadas con BSO durante 12 dias.

Los estudios in vitro sobre la deplecion aguda de GSH, muestran
una reduccién de la relajacion inducida por NO y por Acetilcolina (ACh)
en anillos adrticos de conejos (Adachi et al., 2000). Laursen et al. (2001)
en un estudio in vivo, demostraron que el BSO, administrado
intraperitoneal durante 24 h, disminuye el efecto hipotensor de la Ach
en un 30%, y el efecto del deterioro de Ach se asocié a una reduccion
significativa en la actividad de la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS).
Estos autores concluyeron que la deplecion de GSH produce disfuncion
endotelial y reduccion de la relajacién vascular, causado por la

disminucién en la formacién de NO endotelial. En un estudio in vitro de
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Ford et al. (2006) observaron que la relajacion Ach-endotelio-
dependiente es significativamente menor en anillos adrticos de las ratas
tratadas con BSO. Del mismo modo, Banday et al. (2007) demostraron
que en anillos de aorta tordcica de ratas tratadas con BSO durante 12
dias, habia una disminucion en la respuesta vasodilatadora endotelio-
independiente y que el tratamiento con alto contenido en sal junto a BSO,
producia una disminucion de la respuesta a los agonistas endotelio-
dependientes (Ach, ADP y ionéforo de calcio A23187) .En contraste con
las anteriores observaciones, Iwata et al. (2007) vieron que la
vasodilatacion inducida por Ach es significativamente mayor en los anillos
aorticos de ratas tratadas con BSO (30 mmol/l en agua de bebida
durante 7 dias), en comparacion con las ratas control. Los autores
confirmaron que la expresién de eNOS es mds abundante en la ratas
tratadas con BSO en comparacidn con las ratas control y sugieren que el
desacoplamiento de la eNOS puede contribuir a la produccion de radical
superédxido que se dismuta a H20, como resultado de la actividad de
SOD, mejorando asi la relajacion vascular. El cardcter contradictorio de
estos datos impide una conclusién definitiva de la funcion endotelial tras

la administraciéon de BSO.
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Ganafa et al. (2002) describieron una respuesta atenuada
endotelio-independiente al nitroprusiato de sodio (NPS) a las 24 horas de
la administracién de BSO. En contraste, Ford et al. (2006) e Iwana et al.
(2007) mostraron una relajacion similar endotelio-independiente al
nitroprusiato sodico entre aortas de ratas del grupo control y BSO,
demostrando que la respuesta del musculo liso vascular al NO no se
afecta por este tratamiento. Teniendo en cuenta lo conocido hasta ahora,
el estrés oxidativo puede estar implicado en la disfuncion vasomotora
inducida por BSO, y estar involucrada en la génesis del efecto
hipertensivo del BSO. Sin embargo, es necesario realizar estudios

adicionales para aclarar este tema.

4.5. Efectos sobre los agentes vasoactivos.

Varios estudios han demostrado que en las ratas tratadas con
BSO (Vaziri et al., 2000; Ganafa et al., 2002; Zhou et al., 2002), existe
una reduccién plasmdtica y en la excrecién urinaria de los metabolitos del
NO, nitratos y nitritos (NOx), lo que se traduce en una menor
disponibilidad de NO. En los animales tratados con BSO no hay
diferencias significativas ni en la actividad ni concentracién de eNOS e

iNOS renales (Zhou et al., 2002), mientras que en la aorta si hay
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mayores niveles de eNOS (Banday et al., 2007; Iwata et al., 2007). Estas
observaciones sugieren que la hipertension inducida por estrés oxidativo
no es causada por anomalias estructurales o de la expresion de la NOS en
los vasos renales. En cambio, estd asociado con una mayor inactivacion

renal del NO por las ROS y disminucion de la biodisponibilidad de NO.

Ganafa et al. (2002) demostraron que la administracion aguda de
BSO disminuye la concentracién plasmadtica de prostaciclinas a las 8 y las
24 h de la administracién de este, mientras que el NO se reduce a las 24
h., y el tromboxano A2 se incrementa tanto en el plasma como en aorta a
las 24 h. Este grupo también observo que la administracién crénica de
BSO (durante 1 6 2 semanas) incrementa isoprostanos, y tfromboxano A2,
y reduce la PGI2 y el AMPc (Bayorh et al., 2003; Ganafa et al., 2004),
resultados que indican que la administracion de BSO reduce los agentes

vasodilatadores y aumenta los agentes vasoconstrictores.

En ratas tratadas crénicamente con BSO (BSO, 30 mmol / L
durante 2 semanas en agua de bebida) se muestra un aumento de los
hiveles plasmdticos de angiotensina II, mientras que la administracién de
losartdn, un bloqueante ATI, revierte los efectos del BSO en cuanto a la

elevacion de la PAM, de tromboxanos A2 y de superéxido y la reduccidn

22



Introduccion

de las prostaciclinas y los niveles de AMPc en aorta (Bayorhn et al.,
2003). El tratamiento con BSO también causa un aumento de los
receptores ATl del tdbulo proximal renal (TP) (Banday et al., 2008).
Recientemente , estos autores observaron que la incubacion de tubulos
proximales renales con angiotensina-II produce aumento significativo de
la activaciéon de NHE3 en ratas tratadas con BSO frente al grupo
control, indicando que el estrés oxidativo exagera la sefial de
angiotensina II, produciendo sobre-estimulacion de NHE3 renal vy
contribuyendo al aumento en la presién sanguinea (Banday et al., 2011).
Todos estos datos sugieren que el SRA tiene un papel importante en este

tipo de hipertension.

4.6. Tono Simpatico

Existen mdltiples evidencias de una modulacién anormal del SNS en
el desarrollo de HTA en humanos (Fujita et al., 1998) y animales (Koepke
et al., 1985). La actividad de SNS esta aumentada en las ratas SHR y en
las ratas Dahl-Sal (Koepke et al., 1985, Ono et al., 1997 y Leenen et al.,
2002), mientras que el bloqueo alfa-1 adrenérgico con prazosin produce
un marcado descenso de la presion arterial en ratas hipertensas con

deficiencia en NO (Wangensteen et al., 2002).
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Se ha descrito que las ROS estimulan el SNS central y periférico
(Zanzinger et al., 2000; Campese et al., 2004). Las ROS neurales juegan
un papel importante en la funcién cardiovascular. Una alteracién de la
regulacion de los mecanismos redox centrales, pueden estar implicados
en la insuficiencia cardiaca y en la hipertension, ambas caracterizadas
por la activacién del SNS (Lidley et al., 2004, Zimmerman et al., 2002).
Entre los érganos diana de la HTA, el cerebro es el mds afectado por el
estrés oxidativo (Ohtsuki et al., 1995; Kimoto-Kinoshita et al., 1999) y
existen evidencias acerca de que el estrés oxidativo en el tronco del
encéfalo tiene un papel clave en la patogénesis de los mecanismos
neuronales de la hipertension (Hirooka et al., 2008). La medula
ventrolateral rostral (RVLM), tfambién conocida como medula presora, es
el centro vasomotor que determina la actividad nerviosa simpdtica basal
(Dampney et al., 1994). Las ROS estdn aumentadas en dicha zona medular
en SHRs y contribuyen a los mecanismos neuronales de dicho tipo de
hipertension (Kishi et al., 2004). En la hipertensién renovascular, se ha
detectado aumento del estrés oxidativo en la RVLM y en los nicleos

hipotaldmicos paraventriculares (Olivera-Sales et al., 2008, 2009).

En varios estudios se ha visto que el efecto hipotensor del tempol/, un

mimético de la SOD, estd acompafiado de una reduccion en la actividad
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nerviosa simpdtica (Raij et al., 1989, Shokoji et al., 2004; Chen et al.,
2007; Zimmerman et al., 2002, Olivera-Sales et al., 2008). Ademads, la
infusién, en conejos, de Dietilditiocarbamato (DETC)
intracerebroventricular, un inhibidor de la SOD, aumenta
significativamente la actividad simpdtica a nivel renal (SNSR) (Olivera-
Sales et al., 2009). La administracién sistémica de DETC en ratas
aumenta la PAM, la actividad SNSR y la frecuencia cardiaca (Zhou et al.,
2002). La administracion local de Tempol o DETC en los nervios
simpdticos renales produce una disminucién o aumento de la actividad del
SNSR, respectivamente (Shokoji et al., 2004). Recientemente, se ha
publicado que el tratamiento cronico con vitamina C en ratas hipertensas,
reduce la PA y la actividad del SNSR y aumenta la respuesta barorefleja

cardiaca y renal (Nishi et al., 2010).

Se ha demostrado que el estrés oxidativo aumenta el tono simpdtico
en algunos tipos de hipertension experimental, estos incluyen los modelos
de hipertension genética (Kishi et al.,, 2004), por angiotensina II
(Zimmerman et al., 2003), por DOCA-sal (Olivera-Sales et al., 2008),
hipertension renovascular (Olivera-Sales et al., 2009), por obesidad (Gao
et al., 2004) e hipertension sal sensible (Nishi et al., 2010). La ingesta de

sal agrava la elevacién de la presion arterial y la actividad SNS durante
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el desarrollo de la hipertensién en SHRs, mediada por el aumento de la
generacién de ROS en la RVLM (Nagae et al., 2009). Ademds, el efecto
de disminucion de la PA de algunos fdrmacos antihipertensivos se asocia
con una reduccién del estrés oxidativo a nivel cerebral (Koga et al., 2008;
Xue et al., 2008; Kishi et al., 2003). En conjunto, estas observaciones
sugieren un papel importante de la activacién del sistema nervioso
simpdtico para la hipertension provocada por aumento del estrés

oxidativo.

El aumento del estrés oxidativo ha demostrado ser un mecanismo
importante que conlleva a un deterioro del control reflejo de la

circulacidn en hipertension experimental (Nishi et al., 2010).

El mecanismo por el cual el estrés oxidativo puede aumentar el
tono simpdtico en los animales tratados con BSO no estd completamente
claro. La produccién local de ROS parece ser mediada por la activacion
del SNS en el cerebro, y el aumento de la produccion de ROS puede
activar el SNS a través de la activacién/inactivacion del NO (Campese et
al., 2010). En las ratas Sprague-Dawley, los miméticos de la superdxido
dismutasa (SOD), aumentan el contenido neuronal de éxido nitrico sintasa

en los nidcleos cerebrales para el control noradrenérgico de la PA (Ye et
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al., 2006). Estas observaciones, junto a que los animales tratados con
BSO ftienen reducidos los niveles en plasma y en orina de los metabolitos
del NO (Vaziri et al., 2000; Bayorh et al., 2003; Ganafa et al., 2002),
sugieren que el incremento de la actividad del SNS producida por la
administracién de BSO puede estar relacionada con la disminucién de la

biodisponibilidad de NO debido a la inactivacion de este por las ROS.

4.7. Funcion renal, natriuresis y sistema dopaminergico.

La concentracién de creatinina sérica, el aclaramiento de creatinina
y la excrecién de proteinas urinarias son similares entre los animales
tratados con BSO vy los controles (Vaziri et al, 2000; Zhou et al, 2002;
Banday et al, 2007). No se han encontrado anomalias morfoldgicas en los
rifiones de las ratas tratadas con BSO (Vaziri et al., 2000; Zhou et al.,
2002; Banday et al., 2007). Estas observaciones pueden sugerir que el
estrés oxidativo por si solo no puede inducir la enfermedad renal y / o
anormalidades estructurales en el rifion, al menos en el periodo analizado en
estos estudios (<5 semanas). Sin embargo, se ha demostrado que el
pretratamiento con BSO podria exacerbar la toxicidad renal por mercurio

en ratas (Xu et al., 2007).
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La dopamina renal juega un papel muy importante en la regulacion de
la homeostasis del sodio, en la PA y en la regulacién de la funcion renal a
través de la activacion de los receptores D1. Se ha demostrado la
existencia a nivel renal de sintesis de dopamina y de subtipos de
receptores. La dopamina actua a través de receptores de superficie celular
acoplados a proteinas G ligadas a la estimulacion de la adenil-ciclasa. La
activacién de los receptores like-D1 en los tubulos proximales inhibe la
reabsorcion tubular de sodio mediante la inhibicién del intercambiador Na*
/H" y de la actividad de la bomba Na'/ K'-ATPasa. Existen estudios que
demuestran la produccién defectuosa de dopamina renal y / o la disfuncién
del receptor de dopamina en la hipertension esencial humana y en modelos
genéticos de animales de hipertension (Araki et al., 2009; Chan et al,,

2009).

El tratamiento con BSO (a dosis de 30 mmol / | durante 2 semanas
en agua de bebida), se acompafia de una alteracién del acoplamiento de
los receptores D1-proteina G y de la pérdida de la respuesta natriurética
a SKF38393, un agonista de los receptores DI1. El tratamiento con BSO
también aumentd la traslocacién nuclear del NF-kp, la actividad y la
expresion de la protein quinasa C, la traslocacion membranosa del

acoplamiento proteina G al receptor quinasa-2 (GRK-2) y la fosforilacién
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del receptor D1 (Banday et al., 2007).En las ratas tratadas con BSO, la
administracién de tempol reduce el estrés oxidativo, normaliza la PA, y
restaura el acoplamiento del receptor Dl-proteina G y la respuesta
natriurética a SKF38393. La administracién concomitante de BSO (30
mmol / | durante 12 dias en agua de bebida) y alta ingesta de sal causa
estrés oxidativo, disfuncion del receptor D1, y un marcado incremento en
la presion arterial (Banday et al.,, 2007). Aunque la produccién de
dopamina renal aumenta, ho logra reducir la actividad basal de la Na */K’-
ATPasa. El tratamiento con BSO y alta ingesta de sal en ratas junto a la
administraciéon de tempol disminuye el estrés oxidativo y restaura la
inhibicién de la bomba Na'/K'-ATPasa mediado por agonistas tanto

exdgenos como enddgenos del receptor D1y normaliza la PA.

5. EFECTOS DEL DETC (INHIBIDOR DE LA SOD) SOBRE LA PA.

El DETC (dietiltiocarbamato), es un inhibidor de la SOD. El modelo
de hipertensiéon por DETC se caracteriza por un aumento de estrés
oxidativo. El aumento de los niveles de anion superdxido se cree que
contribuyen a la hipertension en ratas tratadas con DETC (Grunfeld et

al., 1995; Suzuki et al., 1995). La reduccién de actividad de la SOD en la
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médula renal por la infusién intersticial medular de DETC provoca un
incremento de la concentracion medular de anién superdxido, una
reduccion del flujo sanguineo en la médula renal y un aumento sostenido

de la presién arterial (Makino et al., 2002).

Se han examinado los efectos de la administracién sistémica de
DETC, y se ha visto que provoca un aumento de la PAM, FC, y de la
actividad del sistema nervioso simpdtico (Shokoji et al., 2004). También
se han estudiado los efectos de la administracién local de DETC sobre la
actividad del SNSR en ratas anestesiadas administrdandolo directamente
a los nervios simpdticos renales y se ha observado un aumento de la
actividad simpdtica dosis-dependiente, siendo significativamente mayor
en ratas con hipertensién espontdnea que en ratas normotensas (Makino
et al., 2002). Con el uso de un bloqueante de los canales de potasio,
disminuye significativamente la actividad simpdtica basal y se bloquea por
completo el aumento de la actividad inducida por DETC, sugiriendo que
las ROS tienen un papel importante en la regulacién de la actividad
periférica del SNS, y que al menos parte de este mecanismo estd
mediado a través de los canales de potasio voltaje-dependientes. Aln no
estdn claros los mecanismos de generacion de ROS en los nervios

periféricos (Shokoji et al., 2004).
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La médula renal es particularmente sensible al estrés oxidativo,
debido a que la médula externa es muy rica en nicotinamida adenina
dinucleétido (NADH) oxidasa y en enzimas mitocondriales que producen
ROS (Nakamura et al., 2002). Estudios en ratas anestesidas también
reveld que los incrementos agudos medulares de las concentraciones de
radical superdxido por el uso de DETC, produce una reduccion
significativa del flujo sanguineo medular, efectos que son prevenidos por
la administracién del antioxidante con Tempol (Nakamura et al., 2002).
En una serie de estudios se ha demostrado que las reducciones crénicas
del flujo sanguineo medular pueden conducir a la hipertension (Cowley et
al., 1997). Lo que queda por determinar es si el aumento del estrés
oxidativo en la médula renal daria lugar a una reduccién del flujo

sanguineo medular y conducir a la hipertensién cronica.

2>Estrés oxidativo en la médula renal. Radical superdxido y funcion

renal.

En respuesta a la administracion crénica medular de DETC se produce un
aumento de los niveles tisulares de radical superéxido a nivel renal. Un
trabajo llevado a cabo por Ortiz et al., (2001) muestra que el anién

superéxido podria estimular la absorciéon de NaCl en la rama gruesa del
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asa de Henle. Se ha demostrado que el anién superéxido podria actuar
directamente incrementando el tono vascular en el misculo liso por
aumento intracelular de calcio en las células vasculares del mdsculo liso
(Wilcox et al., 2002). El O2 puede reducir la biodisponibilidad del NO en
el musculo liso vascular, y por esta via, elevar las resistencias vasculares
(McIntyre et al., 1999; Vargas et al., 1999). Las ROS podrian también
actuar en las vias de trasporte tubular en los segmentos profundos de la
nefrona y en los tdbulos colectores. El 02" oxida el dcido araquiddnico en
la membrana celular y puede conducir a la generacién de metabolitos que
son potentes vasoconstrictores (Takahashi et al., 1993; Zou et al., 2001).
El aumento de la excrecién urinaria de 8-isoprostanos sugiere que
productos de la peroxidacién lipidica podrian participar en la reduccién

del flujo sanguineo medular.

La elevacién del anién superéxido en la médula renal puede tener
una importante influencia en el control del flujo sanguineo a largo plazo, y
en la disfuncién de los sistemas de depuracion en la region medular renal

y pueden producir hipertensién crénica (Makino et al., 2002).
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6. EFECTOS DE LA DISFUNCION TIROIDEA SOBRE LA PA Y EL

DESARROLLO DE LA HIPERTENSION.

6.1. Efectos hemodinamicos del hipertiroidismo

Las enfermedades tiroideas se conocen desde hace mds de un
centenar de afios y son una de las patologias endocrinas mds comunes en
humanos y animales (Feldman et al., 1995). Las variaciones del estado
eutiroideo afecta a todo el sistema fisiologico y el sistema
cardiocirculatorio es el mds afectado. La disfuncion tiroidea estd
acompafiada de importantes cambios hemodindmicos y en la funcién
cardiaca (Klein et al., 1995,2001; Larsen et al., 1998). El estado hipo e
hipertiroideo provoca alteraciones en la regulacion de la PA que se ve
afectada tanto en humanos y animales (Klein et al., 1995, 2001; Larsen et
al., 1998). Normalmente, los cambios patofisiolégicos del hipertiroidismo
son opuestos a lo que ocurre en el hipotiroidismo. Asi, en el
hipertiroidismo hay un estado de circulacién hiperdindmica con aumento
del gasto cardiaco, de la frecuencia cardiaca, de la presidn de pulso y de
la presion sanguinea y descenso de la resistencia vascular periférica,
mientras el hipotiroidismo se asocia con disminucidn del gasto cardiaco,

de la frecuencia cardiaca, de la presién de pulso y de la presion sanguinea
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y elevacién de las resistencias vasculares periféricas (RVP) (Klein et al.,
1995, 2001; Larsen et al., 1998). El hipertiroidismo acelera mientras que
el hipotiroidismo previene y revierte algunos modelos de hipertensién
experimental (Vargas et al, 1988; Andrade et al, 1992). El
hipertiroidismo estd asociado con un incremento en el volumen sanguineo
y lo contrario ocurre en el hipotiroidismo (Graettinger et al., 1959;

Celsing et al., 1986).

6.2. Papel del estrés oxidativo en las manifestaciones renales y

cardiovasculares del hipertiroidismo.

El estado hipertiroideo en animales estd asociado con un incremento
del metabolismo basal, que se conoce como calorigénesis tiroidea. El
hipertiroidismo en ratas aumenta la actividad enzimdtica hepdtica que
participan en el proceso de oxido-reduccion, aumentando la generacion de
ROS (Tapia et al., 1999), y un descenso en la actividad hepdtica de la
SOD, CAT y GSH (Fernandez et al., 2002). El disbalance entre los
factores pro-oxidantes y antioxidantes produce estrés oxidativo hepdtico

(Venditti et al., 1997).

Por otra parte, se ha demostrado recientemente que las ROS

participan en la hemodindmica renal y en la excrecion de sodio (Zhou et al.,
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2001), y que la administracion de T3 aumenta la concentracién intracelular
de superdxido a nivel medular renal y en el asa gruesa en las ratas
Sprague-Dawley (Mori et al., 2004). Las ratas tratadas con T4, tienen una
reduccion significativa de la actividad de la SOD en el cortex renal y en
los ventriculos cardiacos (Moreno et al., 2005). Estos hallazgos indican que
la deficiencia cuantitativa de SOD intracelular en ratas hipertiroideas
podria producir un aumento del estrés oxidativo renal y cardiovascular. En
este contexto, Gredilla et al. (2001) demostraron que la administracion
crénica de T4 durante 5 semanas induce dafio oxidativo lipidico, del

glutation y en el DNA en el corazén del raton.

Se ha demostrado una reduccion de la actividad del CAT en el higado
(Giavarotti et al., 1998), misculo cardiaco (Asayama et al., 1989), en el
rinon (Sawant et al., 2003) y en el ventriculo izquierdo de ratas
hipertiroideas, pero se encontré elevada en la corteza y en la médula renal
(Moreno et al., 2005). La actividad de GPX y en GR estd reducida por la
administracién de T4 excepto en la medula renal. También se ha
demostrado una reduccion en la actividad de GPX en el higado (Seymen et
al., 2004), corazén (Asayama et al., 1989), y musculo esquelético (Seymen
et al., 1999) de ratas tratadas con T4. Por otro lado, Sawant et al. (2003)

demostraron un aumento de la actividad de GPX en el rifion de ratas
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hipertiroideas. En general, estas observaciones sugieren que el estrés
oxidativo en el hipertiroidismo podria ser debido a la regulacién a la baja
de enzimas antioxidantes y este descenso podria determinar una reducida
inactivacién del radical superéxido, como se indica por el aumento de la
excrecion urinaria de isoprostanos F2a en 24horas y en los niveles
plasmdticos de MDA en pacientes y en ratas tratadas con T4 (Moreno et
al., 2005; Kim et al., 2004; Sewerynek et al., 2000; Venditti et al., 1997).
La administracion crénica con tempol atenda el desarrollo de hipertensién
en ratas hipertiroideas (Moreno et al., 2005), y reduce en plasma el MDA
y la excrecion total urinaria de isoprostanos F2 en ratas hipertiroideas
hipertensas. Estos resultados indican que el hipertiroidismo estd asociado
con reduccién de la actividad enzimdtica antioxidante en tejidos renales y
cardiacas y sugiere que el estrés oxidativo participa en la hipertensién

inducida por T4.
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El estrés oxidativo contribuye al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares incluyendo diabetes, insuficiencia renal e hipertensidn
arterial (HTA). Estudios experimentales en animales, han demostrado que el
aumento de la presion sanguinea (PS) estd asociado al aumento de estrés
oxidativo, y que el tratamiento con antioxidantes disminuye la presién
arterial (PA), asociado a disminucién del estrés oxidativo. En el afio 2000, se
publicé por primera vez que el estrés oxidativo y la hipertension arterial se
podia producir en ratas Sprague-Dawley por la administracién oral de BSO,
el cual provoca reduccién de glutation, indicando que el estrés oxidativo
puede ser la causa de la hipertensién. La contribucién de varios factores
patogénicos se han evaluado en el modelo animal en ratas de BSO, que es el
prototipo de la hipertension inducida por BSO, incluyendo la reactividad
vascular, los factores derivados de endotelio, el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, la produccion de tromboxano A2- Prostaglandinas
H2, la sensibilidad al sodio y la natriuresis inducida por el sistema

dopaminergico.

El tono simpdtico juega un importante papel en el control de la (PA)
(Dibona et al., 2002), y existen evidencias de una modulacion deficiente del

SNS en el desarrollo de HTA en humanos (Fujita et al., 1980) y animales
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(Koepke et al., 198B). La actividad de SNS estd aumentada en las ratas
espontdneamente hipertensas (SHR) y en la Dahl-Sal (Koepke et al., 1985;
Ono et al. ,1997; Leenen et al., 2002). Un bloqueo alfa adrenérgico con
prazosin produce un marcado descenso de la presion arterial en ratas
hipertensas deficientes en oxido nitrico (Wangensteen et al., 2002). La
hipertension arterial inducida por la administracién oral de BSO, induce un
agotamiento del glutation por inhibiciéon selectiva de y-glutamilcisteina
sintetasa. (Vaziri et al.,, 2000). Las ROS estimulan el SNS central y
periférico (Campese et al., 2004; Zanzinger et al., 2000) y a nivel central
juegan un papel importante en la funcidn cardiovascular, y en la alteracion
de la regulacion de los mecanismos redox centrales pudiéndose implicar en
el paro cardiaco y la hipertensidn, (Lindley et al. ,2004; Zimmerman et al.,
2002). El estrés oxidativo, (Ohtsuki et al. ,1995; Kimoto-Kinoshita et al.,
1999) en el tronco cerebral tiene una implicacién fundamental en la
patogénesis de los mecanismos nerviosos de la hipertension (Hirooka et al.,
2008). La médula ventrolateral rostral (RVLM) es el centro vasomotor que
determina la actividad nerviosa. Las ROS que se incrementan en el RVLM
contribuye a los mecanismos neuronales de este tipo de hipertension (Kishi

et al., 2004).

40



Planteamientos y Objetivos

Varios autores han demostrado que el efecto hipotensor de tempol,
se acompafia de una reduccién en la actividad nerviosa simpdtica
(Zimmerman et al., 2002; Xu et al., 2002; Shokoji et al., 2003; Shokoji et
al., 2004; Chen et al., 2007). La administracion sistémica de DETC en ratas
aumenta la presion arterial media, frecuencia cardiaca (FC), y RSNA
(Shokoji et al., 2003). Por otra parte, la administracion local de tempol o
DETC en los nervios simpdticos renales tiene como resultado la disminucion
o aumento dosis-dependientes de la actividad integrada del sistema

nervioso simpdtico renal, respectivamente (Shokoji et al., 2004).

Con estos antecedentes, los objetivos de esta tesis fueron:

1- En primer lugar se decidio adaptar el modelo animal de
hipertension por BSO a ratones, a pesar de las dificultades técnicas de la
manipulacion de los diminutos érganos y vasos sanguineos, ya que el uso de
los ratones en lugar de ratas reduce el costo de los experimentos de por el
alto precio de BSO. Este modelo también permite una mejor comparacién
con los ratones transgénicos y genéticamente iguales de amplio uso en la

actualidad.

2.- Los datos previos apoyan la idea de que el estrés oxidativo regula
el tono simpdtico, pero su contribucidn a la patogénesis de la hipertensién

inducida por estrés oxidativo no ha sido evaluado. Por lo tanto, el objetivo
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principal de este estudio fue investigar el papel del tono simpdtico en la
hipertension inducida por BSO en ratones, la evaluacién de los efectos
sobre los animales del bloqueo al-adrenérgico crdnico con prazosin y del

bloqueo ganglionar agudo con pentolinium.

3.- Se investigaron los efectos presores de la inhibicion de la SOD,
por medio de la administracion sistémica de DETC, otro agente
desencadenante de estrés oxidativo. Ademds, se analizé el efecto conjunto

de DETCy BSO sobre la presion arterial en ratones.

4 .- Se analizé el efecto modulador de las hormonas tiroideas sobre el
desarrollo de hipertension inducida por BSO, debido al importante papel de
estas hormonas en el metabolismo basal y en la generacién de radicales

libres.
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1. FARMACOS E INSTRUMENTOS UTILIZADOS
1.1 Farmacos

Acido clorhidrico Tris.
Butionina sulfoximina (BSO).
Cloroformo (Sigma).

DETC.

Equitesina.

Etanol.

Etil éter.

Formaldehido.

Heparina sddica.

Nacl.

NaOH.

Prazosin.
Pentolinium(Sigma).

Salino isotdnico.

Suero salino heparinizado.
Tampén acetato.

Tampén salino tribdsico.

Tiroxina (Merck).
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1.2. Instrumentos

Autoanalizador Beckman CX4.

Balanza (Sartorius, Pacisa).

Centrifuga (Grigel).

Congelador -80°C.

Espectrofotometro (Beckman-Coulter).

Estufa (Selecta).

Jaulas metabélicas individuales (Panlab).

Kits de radioimmunoensayo enzimdtico (R&D Systems).
Kits de GSH Cayman (Cayman Chemical Co).

Kits inmunoensayo ECLIA (Roche ).

Kits ELISA (IBL internacional).

Material de laboratorio.

Material quirdrgico (hilos de sutura, tijeras, mosquitos, pinzas, catéter...).

Pletismografo (Letica).
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2. METODOS EXPERIMENTALES.

2.1. Animales y distribucion.

Para los experimentos realizados en la elaboracion de esta tesis se
emplearon ratones machos de la cepa CBA €57, nacidos y criados en el

centro animal de la Universidad de Granada.

Los protocolos de atencion de los animales y el trabajo se aprobarony
se llevaron a cabo siguiendo las normas establecidas por el Comité de
Investigacién Animal y Bioética de la Universidad de Granada de acuerdo
con las directrices de la Union Europea para el cuidado ético de los

animales.

Los ratones inicialmente, de 20-25 g de peso, fueron asignados al
azar a los diferentes grupos experimentales. Todos los animales fuvieron
libre acceso a la comida. La dieta de los ratones fue estdndar con
contenido de sodio de 05% (dieta de roedores toxicologia, B & K,

Barcelona, Espafia) y agua ad libitum, excepto cuando se indique.
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Fueron distribuidos de la siguiente forma:

Experimento I: Efectos de la administracién cronica de dosis crecientes de

BSO a los ratones normotensos.

Control: Grupo control. (n=8).

BSO-5: Grupo tratado con BSO a 5 mM en agua de bebida. (n=8)

BSO-10: Grupo tratado con BSO a 10 mM en agua de bebida. (n=8)

BSO-20: Grupo tratado con BSO a 20 mM en agua de bebida. (n=8).

Experimento II: Efectos del bloqueo alfa adrenérgico de modo cronico
sobre la presién arterial, funcién renal y otras variables de la hipertension

arterial inducida por estrés oxidativo.

Control: Grupo control. (n=8).

Prazosin: Grupo tratado con prazosin a dosis de 10 mg/100 ml en agua

de bebida. (n=8).

BSO-10: Grupo tratado con BSO a dosis de 10 mM en agua de bebida

(n=8).

Prazosin + BSO-10: Grupo tratado con Prazosin a dosis de 10

mg/100 ml mds BSO a dosis de 10 mM, ambas en agua de bebida(n=8).
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Experimento IITI: Evaluacion de la contribucién del sistema nervioso
simpdtico sobre la presién arterial y frecuencia cardiaca en la hipertensién

inducida por estrés oxidativo.

Control: Grupo control. (n=8).

BSO-10+ Pentolinium: Grupo tratado con BSO a dosis de 10 mM en
agua de bebida y administracién aguda de pentolinium intravenoso a dosis de

10mg/kg . (n=10).

Experimento IV: Efecto de la inhibicion de la SOD en ratones con

hipertension inducida por estrés oxidativo.

Control: Grupo control (n=8).

BSO-10: Grupo tratado con BSO a 10 mM en agua de bebida (n=8).

DETC: Grupo tratado con DETC a dosis de 10 mM en agua de bebida

(n=10).

BSO-10+ DETC: Grupo tratado con DETC a dosis de 10 mM y con

BSO a dosis de 10 mM ambas en agua de bebida (n=10).
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Experimento V: Efecto de la induccion del hipertiroidismo en ratones con

hipertension inducida por estrés oxidativo.

Control: Grupo control. (n=8).

BSO-10: Grupo tratado con BSO a 10 mM en agua de bebida (n=8).

T4: Grupo tratado con T4 a dosis de 5 ugr/ratén/ dia inyectado

subcutdneamente en el dorso del lomo del animal (n=12).

BSO-10+ T4: Grupo tratado con T4 a dosis de 5 pgr/raton/ dia
inyectado subcutdneamente en el dorso del lomo del animal y con BSO a

dosis de 10 mM en agua de bebida (n=12).

2.2. Determinacion de la presion sistolica mediante pletismografia en

rabo.

Se determina la presién arterial de forma incruenta en el rabo del
ratén. El sistema utilizado consta de un manguito de presién conectado a
una unidad de insuflado semiautomdtica y a la unidad transductora del
pletismografo, a la que también se conecta un sensor neumdtico. La unidad
transductora estd conectada con la unidad de registro visual del

pletismografo (LE 5001, Letica SA, Barcelona).
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Se somete al animal a la temperatura de 36°C durante 30 minutos en
una estufa ventilada, con objeto de producir la vasodilatacién de la arteria
del rabo. Alrededor del mismo, y en su extremo proximal, se coloca el
manguito de presiéon. A continuacién se coloca el sensor automdtico
adecuado a la medida del grosor del rabo del ratén, de modo que quede

ajustado y situado en la cara ventral del rabo junto al manguito.

Se realizan varias determinaciones sucesivas al mismo ratén (sobre
unas 7 aproximadamente), y se expresa la presién sistélica como la media de
los tres valores mds bajos dentro de un rango de 5 mmHg. La presion

arterial se determind una vez a la semana a todos los ratones.

2.3. Cateterizacion de la arteria cardtida y vena yugular.

Tras anestesiar al ratén, se rasura la zona del cuello. Se practica una
incision longitudinal y se diseca el paquete vasculo-nervioso, separando con
cuidado la arteria y la vena del resto de las estructuras. Una vez realizada
la diseccion de la arteria y de la vena, se pasan por debajo de cada una de
ellas 3 hilos de lino. Se procede entonces a ligar distalmente y se clampa
proximalmente la arteria cardtida, para después realizar un pequefio corte

en la pared arterial por el que se introduce la cdnula. Tras hacerla
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progresar aproximadamente por el interior del vaso en direccidn al corazén,
se inmoviliza anuddndola a la pared vascular con el hilo. Para cateterizar la
vena yugular se liga, se realiza igualmente un pequefio corte en la pared
venosa y se introduce una cdnula, por la que se administrara la medicacién

necesaria segun el protocolo experimental.

2.4. Medida de la presion arterial y frecuencia cardiaca por registro

directo.

Se determina la presién arterial media y el pulso directamente en la
arteria cardtida del ratén bajo anestesia. Para ello se introducen en una
jaula transparente de metacrilato, se retira el tapon que cierra la cdnula de
la arteria cardtida y se conecta con un transductor mediante un circuito

cebado con solucién salina isoténica heparinizada.

El sistema estd integrado por un transductor electromagnético
(MacLab), que convierte en impulsos eléctricos las variaciones de presién
ejercidos sobre su membrana. El transductor estd conectado con un
amplificador (MacLab) conectado a un ordenador donde se recoge el
registro grdfico de la onda del pulso y las presiones arteriales sistdlica

(PAS) y diastdélica (PAD), asi como la frecuencia cardiaca. El transductor se
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calibra mediante un manémetro de mercurio en el rango de O a 250 mmHg.
La Presion Arterial Media (PAM) se obtiene sumando a la presién diastélica

un tercio de la Presién Diferencial (P.Dif.).

3. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.

3.1 Experimento I: Efectos de la administracion cronica de dosis

crecientes de BSO a los ratones normotensos.

Se usaron ratones macho de la cepa CBA-C57, de un peso inicial de
20-25 gr, que fueron distribuidos al azar en los grupos descritos en el
apartado 2.1. Todos los animales tuvieron libre acceso a la comida y al agua
de bebida correspondiente para cada grupo de estudio administrdndole BSO
a través de agua potable a 5 (BSO-5), 10 (BSO-10) o 20 (BSO-20) mM. El
tratamiento fue administrado durante cinco semanas. Una vez a la semana
se midieron el peso corporal (PC), la presion sistdlica (PAS) y la frecuencia
cardiaca (FC). La PAS y la FC se midié por pletismografia en ratones no
anestesiados como se describe en el apartado 2.2 (LE 5001-Pressure Meter,

Letica SA, Barcelona, Espana).

Cuando el periodo experimental se termind, fodos los animales fueron

alojados en jaulas metabdlicas (Panlab, Barcelona, Espaiia), con acceso libre
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a comida y agua, y sus respectivos tratamientos durante cuatro dias (dos
dias para la adaptacién mds dos dias de experimentacion) con el fin de
medir la ingesta de alimentos y el agua y de recoger muestras de orina. Se
midieron el volumen de orina de veinticuatro horas, la proteinuria, la
creatinina y la excrecion total de sodio, potasio e isoprostanos. Los valores
medios de la ingesta y de las variables urinarias obtenidos durante los dos

dias experimentales se utilizaron para los andlisis estadisticos entre grupos.

Tras la finalizaciéon del estudio metabdlico, los ratones fueron
anestesiados con Equitesina (25ul/10g). Se procedié a canular la arteria
carétida con un catéter de polietileno (PE-50) que contenia 100 unidades de
heparina disuelta en solucion estéril isoténica NaCl para el registro
intraarterial de PS, FC y presién de pulso (PP) en ratones conscientes y para
la extraccion de muestras de sangre. El catéter se inserto
subcutdneamente para sacarlo tunelizado a través de la piel en el cuello
dorsal. Se midié la PS intra-arterial a las 24 h después de la implantacion
del catéter carotideo. La presion arterial (PA) directa y la FC se
registraron durante 60 minutos con una frecuencia de registro de 400/s
(MacLab, AD Instruments, Hastings, UK). Se calculo la media de los valores
de la PA y de la FC obtenidos durante los Gltimos 30 minutos para realizar

comparaciones entre grupos. Posteriormente, se extrajeron muestras de
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sangre del catéter carotideo para la determinacién de electrolitos, ureaq,
creatinina, noradrenalina y hormonas ftiroideas. Finalmente, se les extajo
sangre, se sacrificaron, y se pesaron muestras de corazén y rifiones. El
corazén se dividié en ventriculo derecho y ventriculo izquierdo mas septo.
Las muestras hepdticas fueron rdpidamente recogidas, limpiadas vy
congelados en nitrégeno liquido, guarddndose posteriormente a -80°C para

la medicion del contenido total de glutatidn.

3.2. Experimento II. Efectos del bloqueo alfa adrenérgico de modo
cronico sobre la presion arterial, funcion renal y otras variables de la

hipertension arterial inducida por estrés oxidativo.

Se utilizaron ratones de la cepa CBA C57 de peso inicial de 20-25gr
repartidos en los grupos descritos en el apartado 2.1. Todos los animales
tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida correspondiente para
cada grupo de estudio administrdndole BSO a través de agua de bebida
(BSO-10). El prazosin se dio a través de agua de bebida a una
concentracién de 10 mg/100 ml. Esta dosis se utilizo previamente en un

protocolo similar en ratas. Todos los fratamientos se iniciaron al mismo
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tiempo y se mantuvieron durante 5 semanas. El protocolo experimental fue

el mismo que para el Experimento I.

3.3. Experimento III: Evaluacion de la contribucion del sistema
nervioso simpdtico sobre la presion arterial y frecuencia cardiaca en la

hipertension inducida por estrés oxidativo.

Se analizé la respuesta de la PS y FC a la inyeccién intravenosa de un

bloqueante simpatico.

Se utilizaron ratones de la cepa CBA-C57 de peso inicial de 20-25gr
repartidos en los grupos descritos en el apartado 2.1. Todos los animales
tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida correspondiente para
cada grupo de estudio administrdndole BSO a 10mM a través de agua
potable (BSO-10). El bloqueador de la actividad simpdtica administrado fue
pentolinium (Sigma) a dosis de 10mg/Kg en un grupo control y ratones
tratados con BSO. Tras cinco semanas de tratamiento con BSO se
cateterizé la arteria cardtida y la vena yugular como se ha descrito en el
apartado 2.3, ddndole al animal un periodo de recuperacion de 24-h antes de

realizar el experimento. Esta dosis de pentolinium se ha utilizado
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anteriormente en nuestro laboratorio para demostrar las diferencias en el

tono simpdtico (Wangensteen et al., 2006).

3.4. Experimento V: Efecto de la induccion del hipertiroidismo en

ratones con hipertension inducida por estrés oxidativo.

Se analizé la respuesta de la induccion de hipertiroidismo en ratones
de la cepa CBA (€57 junto al desarrollo de hipertension inducida por

aumento del estrés oxidativo con BSO.

Todos los animales tuvieron libre acceso a la comida y bebida,
administrando en el agua de la bebida correspondiente segln los grupos
descritos en el apartado 2.1, BSO a dosis de 10mM. El hipertiroidismo en
ratones se produjo mediante la inyeccion de T4 subcutdnea a dosis de
Bug/ratén/dia y a la vez, en estos animales se ha generado el modelo de
hipertension con BSO. Los tratamientos se iniciaron al mismo tiempo y se
mantuvieron durante 4 semanas. Semanalmente, se media el peso del animal,
la FC y la PAS por medio de pletismografia como se ha descrito en el
apartado 2.2. En la cuarta semana, se introdujeron a los animales en jaulas

metabdlicas (Panlab, Barcelona, Espafia) con libre acceso a comida y bebida,
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y sus tratamientos durante 4 dias (dos dias de adaptacion y otros dos de

experimentacion) al igual modo que en el experimento I.

Tras el fin del estudio metabdlico, se obtuvieron las muestras
sanguineas, tejidos y matanza del animal de igual modo al usado en el

experimento I.

3.5. Experimento V: Efecto de la inhibicion de la SOD en ratones con

hipertension inducida por estrés oxidativo.

Se evaluo el efecto de la inhibicion de la SOD en ratones con el
modelo de hipertension inducida por estrés oxidativo y sus efectos en la PA,
funcién endotelial y variables morfoldgicas y plasmdticas en ratones cepa

CBA C57.

Todos los animales tuvieron libre acceso a la comida y bebida,
administrando en el agua de la bebida correspondiente segln los grupos
descritos en el apartado 2.1, BSO a dosis de 10mM y/o DETC a dosis de
10mmol/L. Los tratamientos se iniciaron al mismo ftiempo y se mantuvieron
durante 5 semanas. Semanalmente, se media la PAS por medio de
pletismografia como se ha descrito en el apartado 2.2. En la quinta semana,
se introdujeron a los animales en jaulas metabdlicas (Panlab, Barcelona,

Espaiia) con libre acceso a comida y bebida, y sus tratamientos durante 4

58



Material y Métodos

dias (dos dias de adaptacién y otros dos de experimentacion) al igual modo

que en el experimento I.

Tras el fin del estudio metabdlico, se canalizé la arteria carétida y
vena yugular, realizando registro directo de PA y FC al igual que en el
experimento I. Tras el registro directo se obtfuvieron las muestras
sanguineas, tejidos y se realizé la matanza del animal como se expone en el

experimento I.

4. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

4.1. Determinacion de proteinas, electrolitos, urea, creatinina.

Se midié la proteinuria mediante el método de Bradford (Bradford,
1976). Para la medicion de los electrolitos en plasma y en orina, y de

creatinina se utilizé un autoanalizador (Beckman CX4, EE.UV).

4.2. Determinacion de hormonas tiroideas.

Los niveles plasmaticos de hormonas tiroideas se determinaron
usando un kit de radioimmunoensayo segun las instrucciones del fabricante

(Diagnostic  Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). La TSH
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plasmdtica se  determiné  mediante  enzimoinmunoandlisis  con
quimioluminiscencia usando el autoanalizador Immunolite 2000 (Euro/dpc,

Llanberis, Gwynedd, UK).

4.3. Determinacion de isoprostranos F-2.

Para la determinacion total de isoprostanos F2, las muestras de orina
se hidrolizaron por incubacién a 40 °C durante 90 min con NaOH 10 N. Las
muestras se llevaron a frio y se neutralizaron con HCl 2 N. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante se recogio para analizarlo. Los isoprostanos
F2 totales se midieron por enzimoinmunoensayo competitivo (R & D
Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.), para medir los niveles urinarios, con

muestras previamente purificadas.

4.4. Determinacion hepatica de GSH.

Las muestras hepdticas fueron rdpidamente recogidas, limpiadas vy
congelados en nitrégeno liquido, guarddndose posteriormente a -80°C para
la medicidn del contenido total de glutatién. El contenido de GSH total del
tejido hepdtico se determiné por medio del kit comercial de GSH Caimdn

(Cayman Chemical Co).
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4.5. Determinacion de niveles plasmaticos de noradrenalina.

Para la medida de niveles plasmdticos de noradrenalina se usaron kits

de ELISA (ELISA, IBL internacional, Hamburgo, Alemania).

5. Estudio histopatoldgico.

Para la morfologia convencional, se tifieron secciones longitudinales
del rifion de raton en el plano sagital incrustadas en parafina y
formaldehido tamponado al 4%, con hematoxilina, eosina y dcido periédico
de Schiff (PAS). Se evalué la extension de la lesién vascular (estenosis,
arteriopatia hialina e hiperplasia miointimal) mediante el examen de los
perfiles de las arterias y arteriolas en una sola seccion del rifion y contando
los vasos afectados. La presencia de lesiones glomerulares
(glomeruloesclerosis y fibrosis capsular) se evalué en al menos 200
glomérulos. También se evalué la atrofia tubular, necrosis y cilindros
tubulares. El estudio morfoldgico se realizé en las secciones de tejido de 4
pgm con microscopia de luz, utilizando la tincién mds adecuada para cada

lesion.
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oEstudio morfométrico.

Las muestras fijadas en formalina tamponada al 4% e incrustadas en
parafina se seccionaron en cortes de 5 um de espesor. Posteriormente, se
tifleron con rojo Sirio al 1% F3BA (Gurr, BDH Chemicals Ltd., Poole, Reino
Unido) para la cuantificacion del andlisis de imagen. Para mejorar la tincién,
los cortes de tejido se mantuvieron después de la desparafinacion durante
3-5 dias en alcohol al 70%, utilizado como fijador. El rojo Sirio tifie las
fibras conectivas de color rojo oscuro y los nicleos celulares y las
estructuras citoplasmdticas se distinguen en rojo / amarillo brillante El
tejido conectivo intersticial y la morfometria glomerular se cuantificaron
automdticamente en cortes histolégicos de rifién de raton utilizando varios
algoritmos de procesamiento de imagen desarrollado en una aplicacion de

andlisis de imdgenes individuales, Fibrosis HR ® (Masseroli et al.,1998).

7. Andlisis estadisticos.

La evolucion de la PS y la FC se comparé mediante un disefio anidado,
con grupos y dias como factores fijos y el ratén como factor aleatorio. Se
utilizé el método de Bonferroni cuando la diferencia fue significativa. Las

comparaciones de cada variable al final de los experimentos se realizaron
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mediante la realizacion de un andlisis de varianza unidireccional. Cuando la
prueba de ANOVA fue significativa, se llevaron a cabo las comparaciones
por pares utilizando el método de Bonferroni. Las diferencias se

consideraron significativas con una P <0,05.

Los datos cuantitativos se analizaron mediante el test-t de Student
no pareado (cuando las varianzas fueron las mismas). Los resultados se

expresan como EEM.tMedia.
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Resultados

1. Experimento I: Efectos de la administracion cronica de dosis

crecientes de BSO a los ratones normotensos.

1.1.- Presion arterial sistélica.

La figura 3 y 4 muestran la evolucion de la presién arterial sistélica

(PAS) en el grupo control y los grupos tratados con BSO.

170 - —®— Control
~ & BSO5mM + T
-~ A BSO 10mM
160 | ¥ BSO 20mM
< 150
I
e
E 140
o)
<C
O 130
120 |
110 | | | | | |
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Figura 3. Presion arterial sistdlica (PAS), medido por pletismografia en el grupo control y
en Jos ratones tratados con dosis crecientes de BSO a 5 (BSO-5), 10 (BSO-10), 0 20
(BSO-20) mM a través de agua de bebida. Los datos se expresan como media + error
estdndar *P<0,01, +P < 0.01 vs. BSO-5, 1P < 0.01 vs. BSO-10 en comparacion con los

controles (n = 8, cada grupo).
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La administracién de BSO produjo un aumento significativo dosis-
dependiente de la PAS en comparacion con el grupo control, como se
muestra en la figura 3. La presién arterial media (PAM) final se valoré por
registro directo confirmdndose los datos obtenidos por pletismografia
(figura 4). La presién de pulso también fue mayor en los grupos de ratones

tratados con BSO.

Control

BSO 5 mmol/l
BSO 10 mmol/l
BSO 20 mmol/l

170
155
140
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80
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Figura 4. PAM final medida por registro directo (arteria cardtida) en ratones en grupo
BS0-10 y control. . Los datos son medias + e .e.m. *P <0,01, +P < 0.01 vs. BSO-5,
1P < 0.01 vs. BSO-10 en comparacion con los controles (n = 8, cada grupo).
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1.2.- Frecuencia cardiaca.

Los valores de la frecuencia cardiaca se resumen en la Figura 5 y 6.

La figura 5 muestra la evolucién de la frecuencia cardiaca (FC) y la figura 6

muestra la FC final medida mediante monitorizacion directa en los

diferentes grupos experimentales.
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Figura 5. Frecuencia cardiaca (FC), medido por pletismografia en el grupo control y en los
ratones tratados con dosis crecientes de BSO a 5 (BSO-5), 10 (BSO-10), o0 20 (BSO-20)
mM a través de agua de bebida. Los datos se expresan como media * error estdindar *P
<0,01, +P < 0.01 vs. BSO-5, 1P < 0.01 vs. BSO-10 en comparacion con los controles (n = 8,

cada grupo).
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Figura 6. FC final medida por registro directo (arteria cardtida) en ratones en grupo BSO-
10y control. . Los datos son medias + e .e.m. * P <0,01 vs controles, + P <0,01 vs BSO-5, P«

0.01 vs. BSO-10 (n = 8, cada grupo).

La administracién de BSO produjo un aumento significativo dosis-
dependiente de la FC en comparacién con el grupo control, como se muestra

en la figura 5. La FC final se valoré por registro directo confirmdndose un

aumento estadisticamente significativo de esta (figura 6).
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1.3. Variables morfolégicas.

La tabla 1, muestra el peso corporal final (PCF), la ganancia de peso
corporal (APC), la ratio peso del rifion versus peso corporal (PR/PC), la ratio
peso del ventriculo izquierdo versus peso corporal (PVI/PC), la ratio peso
del ventriculo izquierdo versus peso del corazén (PVI/Pc), al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.

PCF (g) APC(g) PR/PC(mg/g) PVI/PC(mg/qg) PVI/Pc
Control 25.83:0.60 3.50+0.53 7.28+0.21 3.23:0.10 0.74+0.02
BSO- 25.29+042 1.00+0.23* 6.99+0.23 3.17:0.07 0.76+0.02
5 mM
BSO- 23.0+0.93 -0.83+1.84* 7.32+0.38 3.07+0.13 0.76+0.01
10mM
BSO- 20.43:057 0.50+0.81* 7.38+0.62 3.09+0.12 0.74+0.01
20mM

Tabla 1: Los datos se expresan como media + E.EM. PCF, peso corporal final; APC,
ganancia en el peso corporal; PR/ PC, relacion entre el peso del rifion con el peso corporal;
PVI/PC, relacion peso del ventriculo izquierdo en relacion con el peso corporal; PVIC/Pr,
relacion peso del ventriculo izquierdo en relacion con el peso del corazon. * p <0,05, versus
grupo control.

Todos los grupos tratados con BSO mostraron una reduccion leve
pero significativa en la ganancia de peso en comparacién con los controles

(Tabla 1), siendo esta dosis dependiente.
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El peso de los rifiones y del ventriculo izquierdo en relacién al peso
corporal no muestra cambios significativos en ningdn grupo en relacién al
grupo control. El peso del ventriculo izquierdo en relacion al peso total del

corazon no se modificé significativamente con hingdn tratamiento.

1.4. Variables metabolicas

La tabla 2 muestra los valores medios de ingesta de agua y comida
por cada 30 g de peso del animal durante 24 horas, medidos al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.

Grupos Ingesta de comida Ingesta de bebida
g9/30g/24h ml/30g/24h
Control 3.54+0.38 4.87+0.42
BSO-5mM 3.40+0.33 4.92+0.29
BSO-10mM 3.55+0.34 4.65+0.13
BSO-20Mm 3.8610.47 6.07+0.61

Tabla 2.Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en comparacion con el grupo
control.

El estudio de las variables metabdlicas en el final del tratamiento

muestra datos similares en la ingesta de bebida y comida (g/30 g de peso
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corporal) en todos los grupos (Tabla 2), sin encontrar ninguna diferencia

significativa.

1.5.-Variables plasmaticas.

Se han medido los valores plasmdticos medios de sodio, potasio y
creatinina al final del periodo experimental en los diferentes grupos, sin
encontrar diferencias significativas en los niveles de sodio, urea, potasio,

proteinas totales, o creatinina entre los grupos en el experimento I.

1.6.-Variables urinarias.

Se midieron al final del experimento los balances de agua y sodio
expresados por cada 30 g de peso del animal durante 24 horas, tasa de

excrecion de proteinas en pg/100g en 24h, expuestos en la tabla 3.

Balance de agua Balance de sodio Proteinuria

ml/30g/24h mmol/30g/24h ug/100g/24h
Control 5.83+0.37 0.18+0.08 26.52+2.6
BSO-5mM 4.54+0.24 0.23+0.09 23.03+4.71
BSO-10mM 4.92+0.27 0.22+0.003 19.56+2.67
BSO-20Mm 5.24+0.22 0.24+0.07 19.21+4.09

Tabla 3.Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en comparacion con el grupo
control/
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El balance de agua y sodio, asi como la tasa de excrecion de proteinas

no se modificé de modo significativo en ningin grupo tratado con BSO.

1.7.-Hormonas tiroideas.

Los valores plasmadticos de T4 libre y T3 libre fueron similares en el
grupo control y en el grupo BSO-10. Los valores de las concentraciones

plasmdticas de hormonas tiroideas se exponen en la tabla 4.

6Grupos FT4 (ng/dl) FT3 (pg/dl)
Control 1.76+0.14 4.14+0.22
BSO-10mM 2.00+0.34 4.64+0.36

Tabla 4.Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en comparacion con el grupo
control

1.8.- Contenido de Glutation hepatico en el grupo tratado con BSO-10

Los animales tratados con BSO mostraron una disminucion dosis-
dependiente en el contenido total de GSH del tejido hepdtico. Los valores
de las concentraciones hepdticas encontrados son los mostrados en la tabla

5.
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Control 5+0.2
BSO-5mM 31+03*
BSO-10mM 2.3 £0.2*
BSO-20mM 1.27 +0.1**

Tabla 5.Los datos expresados como media + EEM. * P<0,05 y **P < 0.01 en comparacion
con el grupo control

El contenido de GSH total hepadtico se correlaciona inversamente con

los valores al final del experimento medidos por pletismografia de PAS
media (r=-0,80,P<0,001)y conlaFC (r=-0.80, P <0,001).
1.9.- Noradrenalina plasmatica.

Se midié la concentracién plasmdtica de noradrenalina en el grupo

control y en los grupos fratados con BSO. Los datos obtenidos se

representan en la tabla 6.

6rupos NA plasmatica ng/ml

Control 0.9:0.21
BSO-5mM 1.8+0.27*
BSO-10mM 2.5+0.30*
BSO-20Mm 3.5+0.35*
Tabla 6. -Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en comparacion con el grupo

control
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La admintracion de BSO en ratones produce un aumento de la
concentracién plasmdtica de noradrenalina dosis dependiente, siendo este

aumento en todos los grupos estadisticamente significativo (Tabla 6).

1.10.-Excreccion urinaria de Isoprostanos F2a

Se cuantifico la excrecién urinaria de Isoprostano F2a, como variable
para cuantificar el estrés oxidativo en este modelo de hipertension. Los
datos obtenidos se muestran en la tabla 7. La excrecién total de
isoprostanos se incrementé de modo significativo en el grupo BSO-10.

-F2
Grupos Isoprostrano-F2a

/30g/24h
Control 1.72+0.27
BSO 10Mm 4.96+0.12*

Tabla .7.-Datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en comparacion con el grupo
control
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1.11. Niveles de Isoprostanos F2a en tronco de encéfalo

Los niveles isoprostanos en tronco de encéfalo fueron mds altos en el

grupo tratado con BSO-10 que en el grupo control. Los datos se muestran en

la tabla 8.
6rupos Isoprostanos (pg/mg-tejido)
Control 0,13+0.02
BSO-10 0,25:0.05*

Tabla .8. -Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en comparacion con el grupo
control/
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2. Experimento II: Efectos del bloqueo alfa adrenérgico de modo
cronico sobre la presion arterial, funcion renal y otras variables de la

hipertension arterial inducida por estrés oxidativo.
2.1.- Presion arterial sistélica y frecuencia cardiaca.

Las figuras 7 y 8 resumen los valores de PAM y FC después del
bloqueo crénico al-adrenérgico con prazosin. La administracion de prazosin
a ratones tratados con BSO-10 redujo la PAM final, la FC, y la presion de
pulso, obteniéndose valores similares entre el grupo BSO 10 + prazosin y
los controles. La administracién de prazosin a los controles redujo

ligeramente estas variables, pero sin llegar a tener significacion estadistica.
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Figura 7 y 8. PAM final y FC final medida por registro directo (arteria cardtida) en
ratones despiertos en grupo BSO-10+ prazosin, prazosin, BSO-10 control. . Los datos son
medias + e.e.m. * P <0,01 vs controles, + P <0,01 vs BSO-10-ratones tratados (n = 8, cada

grupo).
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En la tabla 9, se presentan los valores obtenidos de presion de pulso
mediante registro directo, obteniendo diferencias significativas en el
grupo BSO-10, pero sin observar diferencias en los grupos tratados con
prazosin en referencia al grupo control y si observando una disminucién
significativa en la presion de pulso en el grupo BSO10+Prazosin frente al

grupo BSO-10.

Grupos Presion de pulso

Control 27.6+1.6
BSO-10mM 37.6£1.7*
Prazosin 24.0+1.3
BSO-10mM + Prazosin 26.5+1.0+

Tabla 9. Valores de /a presion de pulso mediante registro directo. Los datos expresados
como media + EEM. * p <0,01 frente a los controles, + p <0,01 frente al grupo BSO-10.

2.2. Variables morfoldgicas.

La tabla 10 muestra el peso corporal final (PCF), la ganancia de peso
corporal (APC), la ratio peso del rifion versus peso corporal (PR/PC), la ratio
peso del ventriculo izquierdo versus peso corporal (PVI/PC) y la ratio peso
del ventriculo izquierdo versus peso del corazén (PVI/Pc), al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.
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PR/PC PVI/PC

Grupos PCF APC PVI/Pc
i ©) ©) (mg/9g) (mg/qg)
Control 29.71+152 2.25+0.43 6.09+0.41 3.00+0.10 0.77+0.01
Prazosin 24.86+0.74 3.00+0.52 5.74+0.07 2.87+014 0.74+0.01
BSO-
25.83+0.50 -0.65+0.34* 6.03+0.12 2.77+0.08 0.72+0.01
10mM
BSO-
10mM + 28.00+1.00 -0.38+0.81* 6.45+0.33 2.72+0.07 0.72+0.02
Prazosin

Tabla 10. Los datos se expresan como media + E.E.M. PCF, peso corporal final; APC,
ganancia en el peso corporal; PR/ PC, relacion entre el peso del rifion con el peso corporal;
PVI/PC, relacion peso del ventriculo izquierdo en relacion con el peso corporal; PVIC/Pr,
relacion peso del ventriculo izquierdo en relacion con el peso del corazon. * p <0,05, versus
grupo control.

El tratamiento con prazosin no modificé significativamente la
ganancia de peso en comparacién con el grupo control o con el grupo BSO-
10mM. El peso renal en relacion con el peso corporal, la relacién del peso del
ventriculo izquierdo con el peso corporal ni la relacion del ventriculo
izquierdo con el peso cardiaco se afecté con el tratamiento con prazosin en
comparacién con el grupo control o con el grupo BSO-10mM. Lo que si se vio
afectado de modo significativo es la ganancia de peso en el grupo
Prazosin+BSO-10mM, observdndose una disminucion significativa de la

ganancia de peso en este grupo y en el grupo BSO-10mM.
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2.3. Variables metabdlicas.

La tabla 11 muestra los valores medios de ingesta de agua y comida
por cada 30 g de peso del animal durante 24 horas, medidos al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.

Grupos Ingesta Comida Ingesta de Bebida
: r/30gr/24h) (gr/30gr/24h)

Control 3.32+0.57 5.15+£0.56
Prazosin 4.08+0.59 5.97+0.56
BSO 10mm 3.24+0.44 6.23+0.43
BSO 10mM +Prazosin 3.13+1.18 6.33£1.73

Tabla 11. Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en comparacion con el grupo
control.

Los estudios metabdlicos en el final del tratamiento mostraron
similares en la ingesta de comida y de agua de bebida (g/30 g de peso

corporal) en todos los grupos sin encontrar diferencias significativas.
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2.4. Variables plasmaticas.

Se han medido los valores plasmdticos medios de sodio, potasio y
creatinina al final del periodo experimental en los diferentes grupos, sin

encontrar diferencias significativas. al igual que en el experimento I (tabla

12).
Grupos Control BSO 10Mm Prazosin BfP(r)'aiggi\rl:A
Urea(mg/dl) 34.87+1.77 45.35+3.35 41.10+4.16 37.98+2.09
Crea(mg/dl) 0.68+0.11 0.46:0.09 0.78+0.02 0.72+0.03
P.T.(g/dl) 3.79:+0.23 3.33:0.10 4.37:0.19 4.13:0.14
Ca(mmol/I) 1,68+0.07 1.72+0.07 2.00:0.03 1.83+0.04
Na(mmol/I) 162.00+6.59 172.50+3.53 163.50+0.01 162.86+2.96
K(mmol/I) 5.07+0.61 3.79+0.22 4.29+0.59 3.80+0.11
Cl(mmol/1) 102.21+1.65 111.50+2.41 112.00+1.00 106.71+2.08

Tabla 12. Valores plasmdtico de urea, creatinina, proteinas totales (P.T), Calcio (Ca), Sodlio
(Na), Potasio (K) y Cloro (Cl) en los grupos del experimento IT.
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2.5.-Variables urinarias.

Se midieron al final del experimento los balances de agua y sodio
expresados por cada 30 g de peso del animal durante 24 horas, tasa de

excrecion de proteinas en (g/100g en 24h, expuestos en la tabla 13 y 14.

Grupos Balance de agua Balance de Na
P ml/30g/24h mmol/30g/24h
Control 5.45+0.47 0.17+0.02
BSO 10mM 5.82+0.40 0.21+0.03
Prazosin 5.64:0.51 0.19+0.02
BSO 10mM 5.77+1.45 0.23+0.06
+Prazosin

Tabla 13. Balance de agua y sodio. Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en
comparacion con el grupo contro/

Grupos Aclaramiento de creatinina ET proteinas
P (ul/min/30g) (1g/100g/24h)
Control 24.0+1.04 27.71+3.10
BSO 10mM 19.1+1.9 24.16+1.28
Prazosin 23.4+2.4 21.28+1.07
BSO 10mM + Prazosin 21.2+6.2 20.88+6.18

Tabla 14.-Estudio de proteinuria. Los datos expresados como media + EEM. * P <0,01 en
comparacion con el grupo control.
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El balance de agua y sodio, asi como la tasa de excrecion de proteinas
no se modificé de modo significativo en ningln grupo tratado con prazosin
compardndolos con el grupo control ni compardndolos con el grupo BSO-

10mM.
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3. Experimento ITII: Evaluacion de la contribucion del sistema nervioso
simpatico sobre la presion arterial y frecuencia cardiaca en la

hipertension inducida por estrés oxidativo

3.1. Respuesta hemodindmica al bloqueo ganglionar

Para valorar la respuesta de PAM y FC de los ratones fratados con
BSO-10mM ante el bloqueo ganglionar simpdtico, se inyecto
intravenosamente pentolinium a dosis de 10 mg/Kg de ratén, a la vez que se

realizaba un registro de presién arterial y frecuencia cardiaca directa.

En la Figura 9 se resumen los datos sobre el componente simpdtico
de la presién arterial en el grupo control y en los ratones tratados con BSO-
10mM. El bloqueo ganglionar agudo con pentolinium produjo una mayor
disminucién en la PAM y FC en los ratones tratados con BSO frente a los

controles.
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Figura 9. - Respuesta de la PAM y FC ante el blogueo agudo del sistema nervioso simpdtico

de modo agudo. Disminucion porcentual inducida por la administracion aguda de pentolinium

(10mg/Kg) en la PAM y FC en ratones conscientes en grupo control y BSO-10Mm. Los datos
son medias + EEM. * P <0,01 en comparacion con controles (n = 8, cada grupo).
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4. Experimento IV: Efecto de la inhibicion de la SOD con DETC en

ratones con hipertension inducida por estrés oxidativo.

4.1. Presion arterial y frecuencia cardiaca.

La administracion de BSO provoca, en ratones normotensos, aumento

en las cifras de PAM a lo largo de las semanas de tratamiento, si se

administra a ratones normotensos DETC, también se observa un aumento en

las cifras de PAM no tan acusado como el que provoca el tratamiento con

BSO, y si se administra conjuntamente BSO+DETC, el incremento de PAM

es mayor de modo significativo. La administracion de DETC produce

aumento dosis dependiente en la PAM. Sin embargo la tasa de FC no se

modificé significativamente en relacion al grupo control.
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Figura 10.-: Evolucion de la PAS en los diferentes grupos de tratamiento. Los datos son
medias + EEM. * P <0,01 en comparacion con grupo control* P« 0.01 en comparacion con grupo DETCy
1P<0.01 en comparacion con grupo BSO+DETC en comparacion con grupo control. (n = 8, cada grupo).
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4.2. Variables morfoldgicas.

No se han encontrado diferencias significativas en el peso corporal
semanal o el peso al final del experimento. Los datos absolutos y relativos
en cuanto al peso del ventriculo izquierdo, ventriculo derecho o el peso
cardiaco no se afectaron de modo significativo con el tratamiento con

DETC. El peso renal ni el hepdtico tampoco fue significativamente mayor con

el tratamiento con DETC (tabla 15).

Control BSO 10mM DETC+T4

PC(gr) 20.88+0.5 24.60+0.67 25.50+0.99 27.83+0.83
PR (mg) 142.46+4.1 191,32+18.2 173.43+3.35 169.07+2.75

97.87+2.6 125.16+7.81 124.01+3.34 117.88+0.89
Pc(mg)
PVI(mg) 61.26+3.97 89.58+6.44 96.12+1.25 91.49+1.82
PVD(mg) 36.61+4.75 35.58+2.18 27.79+2 .62 26.38+1.16
PH(g) 1.437+0.095 1.198+0.047 1.123+0.002

Tabla 15: Los datos se expresan como media + EEEM, PC, peso corporal; PR: peso renal
Pc: peso del corazon PVI: peso del ventriculo izquierdo PVD: peso del ventriculo derecho.

* p <0,05, versus grupo control, +p <0.05 vs grupo T4
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5. Experimento V: Evaluacion del efecto de  la induccion del

hipertiroidismo en ratones con hipertension inducida por estrés

oxidativo.
5.1. Variables hemodindmicas

La PA de los ratones en tratamiento con tiroxina T4, aumenta de
modo progresivo y significativo a lo largo de las 4 semanas de tratamiento.
Este aumento de PAM también se observa en el grupo BSO+T4, pero alcanza
una cifra mdxima al final del tratamiento menor que en el grupo T4 y mayor

que en el grupo BSO (figura 11).
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Figura 11.- PAS medida por pletismografia en los ratones tratados con BSO-10 y/o
Tiroxina. Los datos son medias + EEM. * P <0,01 en comparacion con controles (n = 8, cada

grupo).
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5.2. Variables morfoldgicas

En las variables analizadas, hemos encontrado que el tratamiento con
BSO+T4 en ratones, disminuye el aumento de peso del VI que se produce
en el estado hipertiroideo como puede observarse en la tabla 16. También

observamos que la reduccién de peso del animal que se produce durante el

tratamiento con T4, no se observa en el grupo BSO+T4.

PC(qg) 20.88+0.59 24.60+0.67 16.73+0.14* 27 ,63+1.08+
PR(mg) 142.46+4.18 191,32+18.2 187.11+8.92 179.66+6.15
Pc(mg) 97.87+2.62 125.16+7.81 139.22+7.21 123.28+6.04
PVI(mg) 61.26+3.97 89.58+6.44 106.69+5.73* 88.86+4.79+
PVD(mg) 36.61+4.75 35.58+2.18 32.53+1.85 34.42+2.99

Tabla 16. - Los datos se expresan como media + EEEM, PC, peso corporal; PR: peso renal
Pc: peso del corazon, PVI: peso del ventriculo izquierdo PVD: peso del ventriculo derecho.
* p <0,05, versus grupo control, +p <0.05 vs grupo T4

De estos datos podemos extraer que el tratamiento con BSO en
ratones hipertiroideos previene la disminucién del peso corporal, asi como la

hipertrofia cardiaca y renal.
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Discusion

1. Efectos de la administracion cronica de dosis crecientes de BSO a
los ratones normotensos.

El objetivo de este estudio fue desarrollar un modelo de hipertension
por déficit de GSH en ratones. Hemos encontrado que la administracion de
BSO en ratones produce una elevacion dosis-dependiente de la presion
arterial y de la frecuencia cardiaca. Este modelo experimental tiene la
ventaja de evaluar los efectos del estrés oxidativo como un estimulo
primario de la hipertensién. Una contribucién importante de este trabajo es
el hallazgo de que la hipertension no es probablemente una causa, sino una
consecuencia del aumento del estrés oxidativo. Este descubrimiento es
concordante con los descubrimientos previos en ratas (Jonhs et al., 1996).

Decidimos adaptar el modelo de hipertension inducida por BSO a los
ratones, a pesar de las dificultades técnicas de manejo de los diminutos
organos y vasos sanguineos, debido a que el uso de ratones en lugar de las
ratas reduce el coste de los experimentos y permite un estudio a largo
plazo, especialmente teniendo en cuenta el alto precio del BSO. También
permite una mejor comparacién con ratones transgénicos.

Nuestros resultados demuestran que la administracién de BSO
produce un aumento dosis-dependiente en la frecuencia cardiaca. Muy pocos
estudios valoran esta variable en este modelo de hipertension en ratas, y

como los expuestos previamente por Ford et al. (2006), en los que la
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frecuencia cardiaca no se afecta significativamente por el tratamiento a
través de varias medidas en diferentes dias de muestreo, o los llevados a
cabo por Ganafa et al.(2002), en los que si encontraron modificaciones en la
FC tras administraciéon de BSO durante 24h.

El aumento simultaneo de la PA y FC en los ratones tratados con BSO
se asemeja a las manifestaciones hemodindmicas de un estado hipertiroideo
(Vargas et al., 2006), por lo que medimos los niveles plasmdticos de las
hormonas tiroideas. Estas fueron similares entre los controles y los ratones
tratados con BSO, descartando la posible contribucion de una mayor funcién
tiroidea en la hipertensién inducida por estrés oxidativo.

En cuanto al contenido de glutation hepdtica lo encontramos
disminuidos en los ratones tratados con BSO, en consonancia con los
estudios en ratas, lo que indica (Vaziri et al., 2000; Ganafa et al., 2002;
Zhou et al., 2002) la eficacia del procedimiento. Asi mismo, los niveles de
isoprostanos los encontramos elevados y también estaba aumentada la
excrecion urinaria de estos, siendo considerado un indice sensible y fiable
de estrés oxidativo in vivo (Roberts et al.,, 2000), en concordancia con
observaciones previas (Bayorh et al., 2003; Banday et al., 2007). Nuestros
resultados verifican el aumento del estrés oxidativo en los ratones tratados

con BSO.
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Los valores de la concentracion de creatinina sérica, el aclaramiento
de creatinina, y los valores de la excrecion de proteinas urinarias fueron
similares entre los grupos tratados con BSO y controles. El estudio con
microscopia no encontré anomalias morfoldgicas en los rifiones de los
ratones tratados con BSO al igual que lo encontrado hasta ahora en ratas
segln diferentes autores (Vaziri et al., 2000; Banday et al., 2007; Zhou et
al., 2002), lo que sugiere que el estrés oxidativo per sé no puede inducir
enfermedad renal y/o alteraciones morfoldgicas en el rifién por lo menos en
el periodo analizado en este estudio.

£/ peso relativo del ventriculo izquierdo (VI) se mantuvo sin cambios
en los ratones tratados con BSO, a pesar de su hipertension, al igual que lo
demostrado por Ford et al. (2006) en ratas tratadas con BSO. Nuestros
resultados son concordantes con los resultados de Johns et al., (1996) en
los que inesperadamente observaron que en los ratones con hipertension
renovascular e hipertensién por DOCA no desarrollaron cardiomegalia tras 4
semanas de induccion de hipertension. Los resultados anteriores sugieren
una sensibilidad reducida a desarrollar cardiomegalia en ratones. Ademds, la
ausencia de hipertrofia cardiaca y renal observada en los ratones tratados
con BSO pueden estar relacionadas con una disminucién de expresién de a-
tubulina en el tejido renal como en las proteinas del citoesqueleto,

especialmente susceptibles al estrés oxidativo ya que la a-tubulina es un
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objetivo importante de carboxilacion en el cerebro de rata después de la

deplecién de GSH, observado por Bizzozero et al. (2007).

Posibles mecanismos por los que el estrés oxidativo produce
hipertension.

El mecanismo por el cual el BSO eleva la PA no estd totalmente
aclarado. 6rossman (2008) propuso una serie de posibles mecanismos por los
que el estrés oxidativo puede causar hipertension, entre los que se
encuentran:

- la disminucién del éxido nitrico por las ROS, como el superdxido
(McIntyre et al., 1999).

- la generacion de productos vasoconstrictores provenientes de la
peroxidacién lipidica, como el Isoprostano F2 ( Cracowski et al., 2002).

- el agotamiento de cofactores de la NO sintasa, como la
tetrahidrobiopterina (Vaziri et al., 2000).

- alteraciones estructurales y funcionales en la vasculatura (Zalba et
al., 2001), que incluyen dafio en las células endoteliales y en las musculares
lisas, aumentos de las concentraciones celulares de calcio libre vy
estimulacidn de las sefiales proinflamatorias (Zalba et al., 2001; Chen et al.,

,2001; Schiffrin, et al., 2002).
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Este estudio proporciona evidencia de que el aumento del tono
simpdtico tiene un papel importante en el aumento de la PA y FC en el
modelo de hipertensién arterial por BSO en ratones. Nuestros resultados
indican que este modelo de hipertensién en ratones no se acompafia de
hipertrofia cardiaca o alteraciones funcionales o morfoldgicas renales tras

5 semanas de tratamiento.
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2. Papel del SNS en la Hipertension arterial inducida por administracion

cronica de BSO.

En el modelo animal de hipertension por BSO, que es el prototipo de
hipertension inducida por estrés oxidativo, se ha evaluado la contribucion
potencial de varios factores patdgenicos, entre los que se encuentran
anomalias en la reactividad vascular (Ganafa et al.,2002; Ford et al., ,2006),
la actividad del SRA ( Bayorh et al., 2003), la produccién de PGH2-TXA2
(6anafa et al., 2002; Bayorh et al.,, 2003), la natriuresis inducida por
dopamina (Banday et al., 2007) y los factores derivados del endotelio
(Vaziri et al.,, 2000; Zhou et al., ,2002). Sin embargo, hasta ahora, no se
habia evaluado la contribucion del tono simpdtico en este modelo de
hipertensién. El objetivo de este estudio era determinar la contribucién del
sistema nervioso simpdtico al aumento de la PA y FC en el modelo de
hipertension inducida por BSO en ratones.

Hemos encontrado que la hipertension inducida por BSO estd
acompafiada de un aumento de los niveles plasmdticos de noradrenalina.
También hemos observado que el bloqueo cronico del sistema nervioso
simpdtico con prazosin, un agonista del receptor ai-adrenergico, previene la
elevacion de la PAM y FC en los ratones tratados con BSO, y que el bloqueo

ganglionar agudo con pentolinium produce una mayor disminucién de PAM y
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FC en los ratones tratados con BSO que en los controles. Por lo tanto,
proponemos que el BSO aumenta el estrés oxidativo central y periférico,
que puede producir una activacion central o activacién periférica del tono
simpdtico provocando elevacion de la PA y FC en los ratones tratados con
BSO.

Varios estudios han demostrado que el estrés oxidativo juega un
papel importante en la modulacién central y periférica de la actividad
simpdtica (Campese et al., 2004; Zanzinger et al., 2009; Xu et al., 2002;
Shokoji et al., 2003; Shokoji et al., 2004; Chen et al., 2007) y que el estrés
oxidativo aumenta el tono simpdtico en diversos tipos experimentales de
hipertension. (Zimmerman et al., 2002; Kishi et al., ,2004; Xu et al., 2002).
Ademds, el efecto hipotensor de algunos fdrmacos antihipertensivos se ha
asociado a disminucién del estrés oxidativo en el tronco de encéfalo (Kiski
et al., 2003; Araki et al., 2009; Chan et al., 2009). Estas observaciones en
conjunto, sugieren un importante papel de la activacion del sistema nervioso
simpdtico por aumento del estrés oxidativo en la hipertension.

El mecanismo por el cual el BSO aumenta el tono simpdtico todavia no
estd completamente aclarado, pero una posible explicacién es una
inactivacién del éxido nitrico inducida por el aumento del estrés oxidativo
resultante de la reaccién con el anion superéxido, sugiriendo que el NO

modula negativamente la actividad de la norepinefrina en |la
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neurotransmisién simpdtica, y lo lleva a cabo por la desactivacion de una
porcion de norepinefrina en la unién neuroefectora, colocando un freno en la
actividad presindptica y postsindptica. Por otro lado, la pérdida de NO
conduce a un aumento en la cantidad de norepinefrina dentro de la unién
neuroefectora (Kolo et al., 2004). La hipertensién inducida por BSO se ha
asociado con una reduccion de la biodisponibilidad de éxido nitrico
producido por ROS (Zhou et al., 2002).

Los efectos del estrés oxidativo como un estimulo primario que
conduce a la hipertensién crénica y a la estimulacién simpdtica es un campo
que suscita gran interés. En los experimentos descritos en esta tesis se
evalda el papel del estrés oxidativo en la hipertension arterial inducida por
BSO en ratones. Este modelo experimental tiene la ventaja de evaluar los
efectos del estrés oxidativo como un estimulo primario de hipertension.
Como se ha expuesto previamente, los datos nos indican que el tono
simpdtico desempefia un papel importante en la hipertension inducida por
estrés oxidativo. Por tanto, a largo plazo, el aumento del estrés oxidativo
cerebral, podria aumentar el fono vasomotor, y este tener un papel esencial
en la hipertension. En el presente estudio no tenemos mediciones directas
de la actividad del sistema nervioso simpdtico, y por consiguiente, no es
posible, determinar si el aumento de la actividad vasomotora simpdtica esta

topogrdficamente organizada o no en el modelo BSO, por lo que dilucidar los
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mecanismos implicados en la estimulacién simpdtica central inducida por
estrés oxidativo puede ser un nuevo paradigma para el tratamiento de la
hipertension arterial. Sin embargo, son hecesarios mds estudios de
integracién y moleculares para una mejor comprensién de la relacion entre

el estrés oxidativo y la hipertensidn arterial (Campos, 2010).
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3. Efecto de la inhibicion de la SOD con DETC en ratones con

hipertension inducida por estrés oxidativo.

El DETC se ha utilizado en muchos estudios para examinar el papel
de la actividad del O2" en los tejidos (Makino et al., 2002; Zou et al., 2001;
Majid et al., 2002). Se ha demostrado que DETC utilizado reduce en un 80%
la actividad de SOD (Rothstein et al., 1994) y en un estudio in vitro, Pagano
et al., (1999), demostraron que los niveles de O2" en los vasos sanguineos
aislados aumenté casi 10 veces durante la aplicacion de DETC (10 mmol / L)
y fue revertido por el tempol (3 mmol / L).

En este trabajo se han analizado los efectos de la administracion
crénica via oral de un inhibidor de la superéxido dismutasa, el DETC, en la
presion sanguinea, funcion endotelial y otras variables morfoldgicas.
Nuestros datos muestran por primera vez que la administracion oral de
DETC produce un aumento de la PA en ratones, medida por pletismografia.
Ademds, se ha observado que la administracion conjunta de los dos
inductores de estrés oxidativo, DETC y BSO, tienen efectos aditivos
elevando la presién arterial. Todos estos datos demuestran que un aumento
de estrés oxidativo, producido por diferentes vias puede actuar como

factor desencadenate de hipertensién.

102



Discusion

Los resultados obtenidos demuestran que la hipertension puede
resultar del aumento de los niveles de estrés oxidativo en la médula renal.
La reduccion de la actividad de la SOD en la médula renal por el DETC
produce un aumento del radical superdxido, una reduccién del flujo
sanguineo renal y un aumento de la presion arterial. Estos datos muestran
que el incremento de estrés oxidativo especificamente dentro de la médula
renal es el responsable de la hipertension observada.

Estudios previos han demostrado que la administracién intrarrenal de
DETC produce un aumento de los niveles de estrés oxidativo en la médula
renal. Ademds, se observo que la infusion intramedular de DETC provoca una
reduccion inmediata en el flujo sanguineo medular y en la excrecion de sodio
a los 30 minutos del inicio de la administracién de DETC (Zhou et al., 2001).
La presion arterial no se modificé con la infusién aguda durante 2 horas de
DETC, pero si se elevé de modo significativo a las 24 horas del inicio de la
infusién croénica, acompaiiado de una reduccién del FSM (flujo sanguineo
medular) (Zhou et al., 2001). No se observaron cambios en el flujo sanguineo
cortical con el tratamiento agudo o crénico con DETC, y como la reduccién
del FSM precedia al aumento en la presién sanguinea, se concluyé que la
hipertension estaba iniciada por cambios en el flujo sanguineo medular y en
el consecuente cambio en la excrecion de sodio, aunque no se evaluaron

datos de excrecidon urinaria. Esto datos estdn en consonancia con otros
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trabajos del grupo de Cowley (1997) que demuestran que reducciones del
flujo sanguineo medular en ratas pueden desencadenar y mantener la
hipertension arterial. La infusion intravenosa de DETC no produce cambios
en la PAM, FSM ni flujo sanguineo cortical, por lo que es el aumento del
estrés oxidativo directamente en la médula renal es el que produce la
hipertension en este modelo.

Nuestro trabajo también muestra que la hipertension producida por
la administracién cronica de DETC no se acompafia de hipertrofia cardiaca o
renal en consonancia con los datos obtenidos en los ratones hipertensos
tratados con BSO. Igualmente la administracion conjunta de ambos agentes
estimulantes de estrés oxidativo no se acompafian de cambios en las

variables morfoldgicas.
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4. Evaluacion del efecto de la induccion del hipertiroidismo en ratones

con hipertension inducida por estrés oxidativo.

El estado hipertiroideo se acompafia de alteraciones importantes
en la funcién hemodindmica, renal y cardiaca (Bradley et al., 1974; Klein et
al., 1995; Larsen et al, 1998). En ratas, la tiroxina (T4) produce
hipertension (Garcia Estafi et al., 1995; Klein et al., 1995; Vargas et al.,
1991), hipertrofia renal y cardiaca, proteinuria y reduce excrecién renal de
sodio. Por otfro lado, como se ha comentado en reiteradas ocasiones, el
estrés  oxidativo contribuye al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, e insuficiencia renal (Griendling et al., 2000;
Wilcox et al., 2002) y ha quedado claro su implicacion en la génesis de
hipertension en ratas (Sainz et al., 2005; Schnackenberg et al., 1999). En
las ratas con hipertiroidismo hay una menor capacidad para excretar sodio
tras sobrecarga salina (Vargas et al., 1991) y parece estar relacionado con
las enzimas que regulan el estrés oxidativo a nivel renal. (Moreno et al.,
2005)

Los resultados de este trabajo demuestran que la administracion de
T4 en ratones a la dosis de 5ug/ratén/dia produce hipertension que se
acompafia de hipertrofia cardiaca y renal en consonancia con los trabajos

previamente desarrollados en nuestro laboratorio en ratas. Sin embargo
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estas observaciones contrastan con los datos previamente descritos de
Johns et al., quienes inexplicablemante observaron que la hipertensidn
renovascular y DOCA-sal en ratones no desarrollaban cardiomegalia tras 4
semanas de induccion de la hipertension , hallazgos que les llevaron a sugerir
que los ratones tienen a una sensibilidad reducida al desarrollo de
cardiomegalia.

En este estudio también se ha investigado el efecto de la induccion
del estrés oxidativo por inhibicién de GSH, por medio de BSO, en ratones
hipertiroideos. En las variables analizadas, hemos encontrado que el
tratamiento con BSO+T4 en ratones, disminuye la hipertrofia cardiaca y
renal generadas en el estado hipertiroideo. El posible mecanismo de este
efecto puede estar relacionado con una disminucién en la expresion de a-
tubulina. Puesto que las proteinas del citoesqueleto son particularmente
suceptibles al estrés oxidativo, y la formacién de proteinas carbonilos
durante la depleciéon de GSH se ha demostrado en el cerebro de ratas ,
identificando la B-actina y a/B-tubulina como mayor sitio de carbonilacion
(Bizzozero et al., 2007). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en
nuestro laboratorio también hemos podido observar que la administracion
de BSO previene el efecto estimulante del crecimiento tumoral que posee la

T4 (observaciones no publicadas).
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En cuanto a las variables hemodindmicas, la PA de los ratones T4,
aumenta de modo progresivo a lo largo de las 4 semanas de tratamiento de
modo significativo. Este aumento de PAM también se observa en el grupo
BSO+T4, pero alcanza una cifra mdxima al final del tratamiento menor que
en el grupo T4 y mayor que en el grupo BSO.

Estos resultados indican que el tratamiento con BSO en ratones
hipertiroideos, atenda dicho estado, lejos de presentar efectos aditivos en
cuanto al desarrollo de hipertension, hipertrofia cardiaca y renal.
Finalmente, de estos datos podemos sugerir, que probablemente el
tratamiento con BSO, contrarresta los efectos sistémicos del

hipertiroidismo en ratones.
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En la figura 12 se representa un resumen de las diferentes acciones
del BSO sobre los diferentes mecanismos potencialmente implicados en la

patogénesis de este tipo de hipertension.

Dafio Renal y Proteinuria - -
Y Presion Arterial

= 1,368 ti1-8; = 9,10

Natriuresis Inducida Masa Cardiaca

por Dopamina = 8,10
8.7 Tono Simpatico
Sensibilidad T8
al Sodio
$27 Sistema Renina-
Angiotensina
Masa Renal t 411,12
= 8,10
Respuesta a
Respuesta a Vasoconstrictores
Vasodilatadores Endotelio 110,13; = 2
Independientes
= 9,10 ; 42,13
Respuesta a

Vasodilatadores Endotelio
Dependientes
T 9; ¥2,10,14,15

Fig.12.Acciones del BSO sobre el aparato cardiovascular y renal (Vargas et al.,2012).

1. Vaziri et al. 2000; 2. Banday et al. 2007; 3. Ganafa et al. 2004; 4. Iwata et al. 2007.5.
Ford et al. 2006; 6. Banday et al. 2008; 7. Banday et al. 2008; 8. Johns et al. 1996; 9.
Bayorh et al. 2003; 10. Rodriguez- Gomez et al. 2010; 11. Banday et al. 2008; 12. Banday el
al 2011;13. Bayorh et al. 2003; 14. Adachi et al. 2000; 15. Laursen et al. 2001.
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Conclusiones

1) La administracién de BSO en ratones produce una elevacién de la presion
arterial dosis-dependiente que no se acompafia de hipertrofia cardiaca ni de

manifestaciones bioquimicas o morfoldgicas de cambio renal.

2) El Sistema nervioso simpdtico juega un papel clave en el desarrollo de la

hipertension producida por la administracion de BSO.

3) La administracién crénica de DETC , inhibidor de la SOD, determina el
desarrollo de hipertension en ratones sin la presencia de hipertrofia

cardiaca.

4) La administracién de BSO atenla las manifestaciones hemodindmicas y
morfoldgicas del hipertiroidismo por un mecanismo que aln estd por

dilucidar.
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“Que la comida sea tu alimento
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