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Aa Aminoacido.

Ach Acetilcolina.

ADMA Dimetil arginina asimétrica.
ADN Acido desoxitribonucleico.
Akt Protein kinasa B.

Ang II Angiotensina II.

AP-1 Activador de proteina 1.
Apo Apocinina.

ARA-II Antagonistas del receptor de

angiotensina II.

ARNm Acido ribonucleico
mensajero.

ATP Adenosin trifosfato.

BH, Dihidrobiopterina.

BH, Tetrahidrobiopterina.

Big-ETs  Endotelinas de 37-41
aminoacidos.

Cat Catalasa.

CaMK-II  Proteina kinasa II
dependiente de
calcio/calmodulina.

CDKs Kinasas dependientes de

ciclinas.

cDNA

Chele

COMT

COX

c-Src

CuZn-SOD SOD dependiente de cobre

DAG

DAPI

DHE

DMSO

DOCA

DPI

DTT

ECL

ECA

ECE

DNA complementario.

Celeritrina.

Catecol-o-metil transferasa.
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independiente de receptor
c-Src.

y cinc.

Diacilglicerol.

Dilactato de 4°,6-diamidino-

2-fenilindol.
Dihidroetidio.
Dimetilsulféxido.

Acetato de
deoxicorticosterona

Difeniléniodonio.
Ditiotreitiol.

Desarrollo de
quimioluminiscencia.

Enzima convertidora de
angiotensina II.

Enzima convertidora de
endotelina.
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Molar.
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NOS

OH"
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Proteinas kinasas activadas
por mitégeno.
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PDEs
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PDK
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PI3K
PKB
PKC
PKG
PLC
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PMA

PMSF

PP2

Peroxinitrito.

proteina S6 kinasa
ribosomal.

2'-Amino-3"-metoxiflavona
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Fosfodiesterasas.
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Prostaglandinas.
Prostaciclina.

Fostatidil inositol-3-kinasa.
Protein kinasa B = Akt.
Protein kinasa C.

Protein kinasa G.
Fosfolipasa C.

Fosfolipasa D.

12-miristato 13-acetato
forbol.

Fluoruro de fenil-metil-
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4-amino-5-(4-clorofenil)-7-
(t-butil) pirazolo[3,4-d]
pirimidina.
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PP3

PPAR

PTK

PTP

PVDF

PyK,

Quer

Rac-1

ROS
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RT-PCR

4-amino-7-fenilpirazolo
[3,4-d] pirimidina.

Receptor para el activador
de la proliferacién de
peroxisomas.

Protein tirosina kinasa.
Protein tirosina fosfatasa.

Fluoruro de polivinilideno.

Tirosina kinasa 2 rica en
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Quercetina.

Proteina G de bajo peso
molecular Rac 1.

Unidades relativas de
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Especies reactivas de
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Revoluciones por minuto.
Retrotranscriptasa inversa-
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SAPK/JNK Proteina kinasa activada pot

SB 203580

SDS

estrés/c-Jun N-terminal
kinasa =JNK.

4-(4-Fluorofenil)-2-
(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-
piridil) 1H-imidazol
=Inhibidor de p38™**.

Dodecilsulfato sodico.

SEM
Sep
SGLT1
SH2

SHR

SNC
SOD

SP 600125

SP-SHR

SRAA

TBARs

TBS-T

TGF-g

TNF-«

TRIS

TXA,

Error estandar de la media
Sepiapterin

Transportador de glucosa
dependiente de sodio tipo 1.
Src homodlogo 2.

Rata espontaneamente
hipertensa.

Sistema nervioso central.
Superoxido dismutasa.

Antra[1,9-cd]pirazol-6(2H)-
1,9-pirazoloantrona =
Inhibidor de SAPK/JNK.

Rata espontaneamente
hipertensa con tendencia a
infarta cerebral.

Sistema renina angiotensina
aldosterona.

Substancias reactivas del
acido tiobarbiturico.

Tampoén Tris salino

tamponado al 0.1% de
Tween 20.

Factor de crecimiento
transformante .

Factor de necrosis tumoral
.

Tris (hidroximetil)
aminometano.

Tromboxano A,.
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[8)0) 5

VEGF

VIC

Uridin difosfato.

Factor de crecimiento del
endotelio vascular.

Péptido vasconstrictor
intestina = ET-4.

VSMC

XO

Células del musculo liso
vascular.
Xantina oxidasa.
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1. Sistema de endotelinas

1.1. Estructura.

En la década de los 80, Hickey y cols. (1985) describieron por primera vez la
existencia de un factor endégeno vasoconstrictor liberado por células endoteliales
cultivadas. Posteriormente, Yanagisawa y cols. (1988) aislaron y clonaron este factor
endogeno vasoconstrictor, que recibié el nombre de endotelina-1.

Las endotelinas (ETs) constituyen una familia de péptidos endégenos de 21
aminoacidos (Aa) con una importante actividad bioldgica en el organismo. Se han
identificado 4 isoformas de endotelina: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) y
endotelina-3 (ET-3), asi como una isoforma murina de ET-2 llamada endotelina-4 (ET-
4) o péptido vasoconstrictor intestinal (VIC, vasoactive intestinal contractor) (Inoue et al.,
1989; Rosendorff, 1996).

La familia de ET's tiene en comun su estructura en forma de bucle provocada por la
presencia de dos puentes disulfuro internos entre las cisteinas en posicion 1-15 y 3-11
del extremo N-terminal y un grupo de 6 Aa hidrofébicos en el extremo C-terminal. La
estructura en forma de bucle y el extremo C-terminal hidrofébico son esenciales para la
actividad biologica de las ETs (Nakajima ez a/., 1989). La ET-2 presenta 2 sustituciones
en posiciones 6 y 7, mientras que la ET-3 presenta 6 sustituciones en posiciones 2, 4, 5,
0, 7y 14, respecto a la ET-1 (Figura 1).

La ET-1 es la isoforma mas importante de esta familia y la mas abundante en la

vasculatura. Se caracteriza por ser la unica isoforma que se sintetiza en el endotelio.
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Endotelina-1

{Humano, rata, perro, porcino)

Endotelina-2

{Humano)

Endotelina-3

{Humanos, rata)

Endotelina-4
o VIC

Figura 1. Estructura de las ETs. Todas las isoformas conservan los ultimos seis Aa del
extremo carboxilo, asi como, dos puentes disulfuro que se establecen entre los cuatro residuos
de cisteina presentes en las posiciones 1-15 y 3-11.
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1.2. Biosintesis, regulacion y lugares de generacion

Cada isoforma de ET esta expresada por un gen diferente, que da lugar a un
precursor especifico para cada isoforma llamado preproendotelina (péptido de 212 Aa).
La produccion de las isoformas activas de ET es un proceso bifasico, con una primera
fase donde los isopéptidos preproendotelina son transformados en péptidos de 37-41
Aa llamados big-endotelinas (big-ET's) por accién de endopeptidasas; y una segunda
fase, donde estas big-ET's dan lugar a los péptidos activos de 21 Aa (ET-1, ET-2 y ET-
3) por accién de las enzimas convertidoras de endotelina (ECEs) (Denault e a/.,1995;
Tostes et al., 2008). No obstante, la sintesis de las endotelinas puede ser llevada a cabo
por otras vias ECEs-independientes, mediadas por enzimas del tipo quimasas, que
rompen la big-ET en la unién Tyr'-Gly”* dando lugar a las ETs de 31 Aa (ET-1", ET-
o131

bl

ET-3"""), o bien endopeptidasas o metaloproteinasas (metaloproteinasa-2 o
metaloproteinasa-9 vasculares) (Turner e al, 1997; Kishi ez a/., 1998; D’Orléans-Juste ez
al., 2003; Alonso y Radomski, 2003; Bohm y Pernow, 2007 ).

Las ECEs son una familia de zinc metaloproteinasas unidas a membrana (Denault
et al., 1995). Se han identificado dos tipos, ECE-1 y ECE-2, que se diferencian por su
localizacion y pH 6ptimo para su actividad (Shimada ez a/., 1994).

ECE-1 se localiza en diversos tipos de células, pero es en las células endoteliales
donde estd mayoritariamente expresada (Korth e 4/, 1999). ECE-1 es activa a pH
neutro, lo que hace que sea activa tanto intracelularmente como en la membrana
plasmatica. Se han identificado 4 isoformas de ECE-1 (ECE-1a, ECE-1b, ECE-Ic,
ECE-1d) con igual eficacia pero diferente funcionalidad y distribucién en los tejidos
(Valdenaire et al., 1999). Estas cuatro isoformas de ECE-1 difieren en su localizacion
celular, asi, mientras que la ECE-1b es intracelular, las otras isoformas se localizan en la
membrana plasmatica teniendo una accién extracelular. Ademds la ECE-1b puede
dimerizarse con las otras isoformas membranales regulando la actividad de estas
ultimas (Muller ez a/,, 2003b).

ECE-2 esta localizada intracelularmente, es activa a un pH=5.8 y se localiza en

diversos tipos de células incluyendo neuronas.
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Tanto ECE-1 como ECE-2 presenta mayor afinidad por big-ET-1 que por big ET-
2 o big ET-3.

Las endotelinas son sintetizadas en diversos tejidos del organismo. ET-1 es
sintetizada fundamentalmente en las células endoteliales, lo cual esta estrechamente
relacionado con la mayor expresion de acido ribonucleico mensajero (ARNm) para pre-
proendotelina-1 y la presencia de ECEs intracelulares en las células endoteliales
(Plumpton et al., 1993; Xu et al., 1994). La ET-1 también es sintetizada en las células del
musculo liso vascular (VSMC, vascular smooth muscle cells), corazén, rifdn, pituitaria
posterior y sistema nervioso central (SNC), pero a una concentracién mucho menor
(Agapitov et al., 2002). ET-2 es sintetizada en células endoteliales, corazén y rifion
(Howard ez al., 1992). ET-3 es sintetizada en células endocrinas, gastrointestinales y del
SNC, pero no en células endoteliales (Gray e# al., 1995). En el SNC, la ET-3 ¢jerce su
acciéon a través de receptores de ET tipo B (ETj), actuando como un neuropéptido
implicado en la migracién de las células de las crestas neurales (Hosoda ez al., 1994).

La produccion de ET-1 por las células endoteliales esta regulada en el proceso de
sintesis del péptido, pero no en su liberacién, ya que la célula endotelial no tiene
granulos de reserva donde la ET-1 sea almacenada y posteriormente liberada. Sin
embargo, existen indicios de que la ET-1 preformada puede almacenarse en unos
depositos intracelulares especificos de las células endoteliales llamados cuerpos de
Weibel-Palade, desde donde es liberada en respuesta a un estimulo externo (Russell ez
al., 1998). No obstante, los mecanismos de liberacion de esta ET-1 almacenada no se
conocen bien.

Una vez sintetizada, la ET-1 es liberada continuamente desde las células
endoteliales vasculares, actuando en la regulacién del tono vascular y ejerciendo
acciones paracrinas, endocrinas, autocrinas y secretoras (Brunner ez 4/, 2006). Ademas,
la ET-1 es liberada por otras células del organismo como VSMC, cardiomiocitos,

leucocitos, macrofagos, células mesangiales y células del tdbulo renal (Tostes ef al,

2008).
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La produccion y liberacion de ET-1 es estimulada por diversos agentes como:
hormonas vasoactivas (angiotensina-1I, vasopresina, cortisol, adrenalina, trombina,
insulina), factores de crecimiento (factor de crecimiento transformante (TGF-§,
transforming growth factor p); factores de crecimiento de insulina (IGF, znsulina growth
factor)), factores metabolicos (glucosa, lipoproteinas de baja densidad (LDL, /ow density
lipoprotein), colesterol), hipoxia, cambios en las fuerzas de cizallamiento de la pared
vascular, radicales libres, endotoxinas y ciclosporina (Tamarisa ez al., 1995; Gray ef al.,
1995). Existe una implicacién de la proteina cinasa C (PKC, protein kinase C) Ca™"-
dependiente en dicha estimulacién, inhibiéndose la expresion de la ET-1 en presencia
de inhibidores de PKC y quelantes de calcio (Emori ez al., 1991). Otros factores que
también disminuyen la expresion del gen de la ET-1 son el 6xido nitrico (NO, nitric
oxide) derivado del endotelio (Warner ef al., 1992; Boulanger y Luscher, 1990), los
péptidos natriuréticos (Emori ef al., 1993; Kohno ez al., 1992), que elevan el guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) y disminuyen la actividad de PKC, y la heparina (Imai ez
al., 1993; Yokokawa et al., 1993).

Por otra parte, el factor fisiologico que desempefia el papel mas importante para la
regulacion de la produccion y liberacion de ET-1 es el cambio de flujo sanguineo. El
aumento de flujo sanguineo promueve vasodilataciéon activando receptores de células
endoteliales con liberacién de NO y disminucién en la produccion y liberaciéon de ET-1
(Kuchan y Frangos, 1993; Miller y Burnett, 1992).

El aclaramiento de ET-1 (mecanismos por los que se degrada e inactiva) tiene lugar
por diferentes mecanismos (internalizaciéon de receptores de ETj y degradacion
enzimatica por endopeptidasas) que se producen principalmente en pulmones y en
otros 6rganos como riflones, higado y corazéon (Dupuis et al., 1996; Dupuis ez a/., 1999;
Johnstrom ez al., 2005). El aclaramiento de ET-1 por internalizacién de receptores de
ETjy, descrito por primera vez por Fukuroda ez a/. (1994), es un mecanismo por el que

se mantienen niveles plasmaticos bajos de ET-1, cercanos al rango vasodilatador.
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En condiciones fisiologicas, las ETs no son hormonas circulantes sino que ejercen
una accion autocrina y paracrina en el organismo, debido a que los niveles plasmaticos
que se alcanzan son muy bajos (Kedzierski ez /., 2001).

La activaciéon del sistema de ETs en hipertension arterial (HTA) y en otras
enfermedades cardiovasculares se determina mediante los niveles plasmaticos de ET-1,
la expresion de ET-1 en los tejidos, los niveles tisulares de ET-1 o la respuesta a
antagonistas de receptores de ET-1. Los niveles plasmaticos de ET-1, que se
encuentran elevados en pacientes con HTA esencial o insuficiencia renal, no reflejan el

incremento en la producciéon local de ET-1 (Tostes ef al., 2008).

1.3. Receptores de ET-1

La ET-1 ejerce sus acciones a través de la activacion de dos tipos de receptores, el
receptor de endotelina A (ET,) y B (ETy). Ambos tipos de receptores pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteinas G y dan lugar a respuestas fisiologicas
diferentes (Arai ef al., 1990; Pierce et al., 2002).

Los receptores ET, estan expresados fundamentalmente en las VSMC, donde
median vasoconstricciéon y estimulan el crecimiento y proliferacion de las VSMC.
También, se expresan en cardiomiocitos, fibroblastos, hepatocitos, adipositos,
osteoblastos y neuronas, donde median respuestas mitogénicas y pro-inflamatorias. La
afinidad de las endotelinas por los receptores ET, es ET-1=ET-2<ET-3 (Arai e/ al.,
1990; Bouallegue et al., 2007).

Se conoce la existencia de dos subtipos de receptores ETj, con diferente
localizacion y funcion. Los receptores ETy, estan expresados principalmente en las
células endoteliales, donde originan la liberaciéon de NO vy prostaciclinas (PGIL,), dando
lugar a respuestas vasodilatadoras y antiapoptoticas. Los receptores BTy, se localizan en
las VSMC, donde median respuestas vasoconstrictoras, asi como en el estobmago, utero,

cerebro, corteza adrenal y rifién, donde participan en respuestas mitogénicas y pro-
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inflamatorias. La afinidad de los receptores ET} por las endotelinas es ET-1=ET-
2=KET-3 (Sakurai ¢ al., 1993; Rosendorftf, 1996)

El numero de receptores de ET-1 es regulado por distintos factores, asi la
angiotensina y los esteres de forbol disminuyen su expresion, mientras que la
ciclosporina y la isquemia la aumentan (Agapitov e/ al, 2002). Por otro lado, en
determinadas situaciones patolégicas como aterosclerosis, hipertension o resistencia a la
insulina, la distribucién de los receptores ETy se puede ver alterada, disminuyendo a
nivel endotelial y aumentando a nivel de la capa media vascular (Iglarz y Clozel 2007).

Un aspecto caracteristico de la ET-1 es que la unién a sus receptores es muy

estable, lo que explicaria la profunda vasoconstriccion que origina (Tostes ez al., 2008).
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Fuerzas de cizallamiento NO, PGL,,
Hipéxia, ROS Heparina
Hormonas (Angll, trombina, insulina) Péptidos natriuréticos

Receptores de
aclaramiento de ET-1

, Células-endoteliales

Relajacion, antiproliferacio
regulacion flujo renal

MAPKs TCa2+

Células musculo liso

Figura 2. Sintesis, regulacién y acciones vasculares de ET-1. La liberacién de la ET-1 es
regulada a nivel transcripcional y/o a nivel de la actividad de la enzima convertidora de
endotelina (ECE) por la accién de diversos agentes. Una vez liberada, la ET-1 ejerce sus
acciones a través de dos tipos de receptores: ETa y ETs. Los receptores ETx se localizan en las
VSMC donde median vasoconstriccion, proliferacién y remodelado vascular, debido a un
aumento en los niveles de Ca?* intracelular por activacién de la fosfolipasa C (PLC) y liberacién
de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Los receptores ETp se localizan en las células
endoteliales donde median respuestas vasodilatadores y antiproliferativas, debido a un aumento
en la liberacién de NO y prostaglandinas (PGs), y son los responsables del aclaramiento de
ET-1, mecanismo por el que se degrada e inactiva la ET-1; asi como en las VSMC (ETso),
donde median vasoconstriccion, proliferacién y remodelado vascular.

@ Activaciéon. « Inhibicion.
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1.4. Vias de sefializacion de ET-1

Se ha observado que ET-1 induce la activacién de algunas vias de sefializacion
implicadas a corto plazo en la regulacién del tono vascular y a largo plazo en la
regulacion de la hipertrofia, el crecimiento celular, la migraciéon y la proliferacion de
algunos tipos de células como cardiomiocitos (Yue e# al., 2000; Sugden, 2003), células
mesangiales del rifién (Araki ez al, 1997) y mas recientemente, células del sistema
vascular (Daou ¢z al., 2004).

La ET-1 activa al menos tres vias de sefializacion en las VSMC, que serfan:

a) Via de la fosfolipasa C (PLC, Phospholipase C).- La uniéon de ET-1 a sus
receptores ET, da lugar a la activacion de la PLC-8 que hidroliza los
fosfolipidos de la membrana plasmatica dando lugar a diacilglicerol (DAG,
Diacylglycerol) e inositol 1’,4°,5-trifosfato (IP;, Inositol-1',4",5 -trisphosphate) (Rhee,
2001; Fukami, 2002). El IP; estimula la salida de calcio de los almacenes
intracelulares, aumentando la concentraciéon de calcio intracelular y
favoreciendo la contraccién celular. El DAG junto con el aumento del Ca**
intracelular, activa a la PKC, una serina-treonina kinasa.

Se ha observado que la ET-1 activa a la PKC en cardiomiocitos (Chiloeches e#
al., 1999) y en otros tipos celulares (Robin ez a/., 2002; Husain ez al., 1998), pero
la activaciéon directa de PKC por ET-1 en VSMC no ha sido estudiada en
detalle todavia. No obstante, se ha observado que la PKC esta implicada en la
via de sefializacién de ET-1 en VSMC (McNair ez al., 2004; Rosen et al., 1999),
tanto en la proliferacién celular como en la contraccion de las VSMC inducida
por ET-1 (Zheng ¢t al., 1998; Gortlach et al, 1998). Igualmente, la PKC esta
implicada en la activacién de las kinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y
2 (ERK1/2, Extracellular signal regulated kinases 1 and 2, también conocida como
p42/p44 MAPKSs) inducida por ET-1 en células miometriales y del musculo liso
vascular de rata, a través de proteinas kinasas dependientes de
Ca’/calmodulina y proteinas tirosina kinasas receptor independientes, tales

como Src, PyK, (Proline-rich tyrosine kinase 2) y p130Cas (Robin ez al., 2002; Li et

-11 -
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b)

al., 1996). Por tanto, ET-1 induce la activacién de PKC dando lugar a una via

de sefalizacion que parece ser importante en los efectos vasculares de ET-1.

Via de las proteinas kinasas activadas por mitégeno (MAPKSs, Mitogen-activated
protein kinase).- La ET-1, cuando se une a sus receptores, también induce la
activacion de la via de las MAPKSs. El primer componente de esta via es Ras,
una pequefia proteina G. Una vez que Ras es activada, se une a Raf, también
conocida como MAPKKK (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase) (Moodie
et al., 1993). Raf fosforila en residuos de serina/treonina a MEK o MAPKK
(Mitogen-activated protein kinase Fkinase), la cual a su vez fosforila a MAPKs
(Haystead e al, 1992). La activaciéon de las MAPKSs en respuesta a ET-1, da
lugar a una serie de fosforilaciones tanto de proteinas reguladoras citosolicas
como de factores de transcripcion nucleares, que conduce a la activacién de
genes implicados en el crecimiento y diferenciacion celular (Kyriakis ez al., 1996;
Widmann ef al., 1999).

Las MAPKs son serina/treonina proteinas kinasa activadas en trespuesta a
diferentes estimulos externos como factores de crecimiento, hormonas y estrés
oxidativo (Seger ez al., 1995; Blanc ¢t al., 2003). De las principales MAPKSs,
ERK1/2, p38™** y proteina kinasa activada por estrés/c-Jun N-terminal kinasa
(SAPK/JNK, Stress-activated protein kinase/ c-Jun N-terminal kinases) son las mas
estudiadas (Kyriakis ez al, 1996; Widmann ef al, 1999; Pearson et al., 2001).
ERK1/2 es fosforilada por MEK1/2 y esta implicada en el crecimiento celular,
mientras que p38™™ y SAPK/JNK son fosforiladas por MEK3/6 y MEK4/7,
respectivamente, y ambas estan implicadas en la inflamacién y en la
supervivencia y diferenciaciéon celular (Seger ez al., 1995; Kyriakis ez al., 2001).
La activacion de la via de las MAPKSs inducida por ET-1 en VSMC parece estar
mediada a través de una serie de vias de sefalizacién intermedias que incluyen
setina/treonina/tirosina kinasas dependientes e independientes de Ca®™". Se ha

descrito que ET-1 activa la via de sefializacion de ERK1/2 en diferentes tipos

-12 -
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de células tales como cardiomiocitos (Yue ef al., 2000), fibroblastos (Cheng ef
al., 2003), células mesangiales glomerulares (Sorokin e# a/., 2002) y VSMC (Daou
et al., 2004). Algunos estudios han sugerido que la activacion de MAPKSs en
respuesta a ET-1 es la responsable de la proliferacion celular en VSMC (Daou ef
al., 2004; Zhang et al., 2003). También se ha demostrado que ERK5, un nuevo
miembro de la familia de las MAPKSs que esta implicado en la diferenciaciéon y
el ciclo celular, es activado por ET-1 y angiotensina II (Ang II) en VSMC
(Touyz et al., 2004). Igualmente, ha sido descrita la implicaciéon de la via de las
MAPKSs en la contraccion de las VSMC en respuesta a ET-1 y Ang II (Ansari e7
al., 2004; Ishihata ez al., 2002). Los eventos esenciales que median la activacion
de Ras/Raf/MEK/MAPKSs inducida por ET-1 no son bien conocidos, sin
embargo, algunas evidencias sugieren la implicaciéon de la PKC en esta
activacion en algunos tipos de células como cardiomiocitos (Chiloeches ez al.,
1999) y células miometriales de rata (Robin e# al, 2002). Pyk2, una tirosina
kinasa citoplasmatica rica en prolina y regulada por calcio, es activada por ET-1
en VSMC actuando como regulador previo de la activacion de las MAPKSs
inducida por ET-1 en VSMC (Daou ¢f al., 2004). La activaciéon de Pyk2 por ET-
1 induce a la unién de Pyk2 a SH2 (Sre-homology 2) 1o que da lugar a la activacion
de c-Src en algunos tipos de células como células mesangiales (Sorokin ez al.,
2001; Dikic et al, 1996) y cardiomiocitos (Kodama ef al, 2002). Algunos
estudios han sugerido que la proteina kinasa calcio/calmodulina dependiente 11
(CaMK-11, Caleinm calmodulin dependent proteina finase II) actia como regulador
previo de la via de sefializacion de MAPKs en VSMC mediante la activacion de

Pyk2 (Ginnan et al., 2002).

Via de la fosfatidilinositol-3 kinasa (PI3-K, Phosphatidylinositol-3 kinase).- P13-K,
son una familia de proteina y lipido kinasas, que han sido sugeridas como
importantes efectores de las acciones de ET-1. La PI3-K cataliza la

fosforilaciéon en posicion 3’ a partir de ATP de distintos fosfolipidos de la
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membrana plasmatica dando lugar a fosfatidilinositol-3-P, fosfatidilinositol-3,4-
P, y fosfatidilinositol-3,4,5-P,. Estos fofatidilinositoles actian como segundos
mensajeros activando a algunas proteinas kinasas, como proteina kinasa
dependiente de fosfatidilinositol-3,4,5-P;  (PDK, Phosphatidylinositol-3,4,5-P;
dependent protein kinase), proteina kinasa B (PKB, Protein kinase B)/ Akt y proteina
S6 kinasa ribosomal (p70°*, 70 KDa ribosomal proteina S6 kinase) (Rameh et al.,
1999). La activacion de PI3-K por ET-1 en VSMC no ha sido documentada,
sin embargo la implicacion de PI3-K como mediador en algunas respuestas
inducidas por ET-1 si ha sido descrita. Asi por ejemplo, recientemente se ha
demostrado su implicacion en el fluyjo de Ca®* en arterias carétida y en la
contraccion de la arteria basilar inducida por ET-1, mediante el uso de
inhibidores especificos de la PI3-K, como son wortmannin y LY294002
(Kawanabe ¢z al., 2003; Kawanabe ¢ al., 2004).

1.5. Efectos de ET-1

La ET-1 es la isoforma predominante expresada en la vasculatura y el mas potente
vasoconstrictor conocido actualmente (Inoue e al, 1989). ET-1 también tiene
propiedades inotrépicas, quimiotacticas y mitogénicas. Ademas induce un aumento del
estrés oxidativo, influye en la homeostasis del agua y la sal a través de sus efectos en el
sistema renina-angiotensina aldosterona (SRAA), la vasopresina y el péptido
natriurético auricular, y estimula el sistema nervioso simpatico (Agapitov ez al., 2002).

Los efectos biologicos inducidos por la ET-1 incluyen:

a) Efectos vasculares.-

La ET-1 juega un papel esencial en la homeostasis vascular. Los efectos
vasculares de ET-1 son:

= Efectos en la regulacion del tono vasomotor.- La ET-1 ejerce un efecto

dual en las arterias, asi a bajas concentraciones (0.4 - 4 pM) induce

vasodilataciéon que esta mediada por la unién a sus receptores ETy
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endoteliales (ETy,), mientras que a altas concentraciones (4 - 40 pM),
induce vasoconstriccion que esta mediada por la unién a sus receptores
ET, de las VSMC. Este efecto dual de ET-1 depende del balance de los
efectos mediados por receptores ET,/ETy, la produccion de ET-1, la
integridad del endotelio, la densidad del subtipo de receptores en los
tejidos y de su afinidad a los receptores (Brunner ez a/, 2006). La
alteracion de alguno de estos factores puede contribuir al desarrollo de
patologias como hipertension o aterosclerosis. Asi, por ejemplo, en la
disfuncion endotelial donde existe una menor actividad del NO, la
respuesta vasodilatadora a través de los receptores ET}, esta atenuada,
mientras que la respuesta vasoconstrictora a través de los receptores
ET, esta aumentada (Agapitov ez al., 2002).

Por otro lado, ET-1, ademas de mediar de forma directa repuestas
vasoconstrictoras incrementando la presion arterial, también induce una
vasoconstriccion indirecta debido a la generacién de tromboxano A,
(TXA,) derivado del endotelio (Taddei ef @/, 1993). Ademas la ET-1
potencia la accién de otros agentes vasoconstrictores como Ang II,
fenilefrina y serotonina (Schiffrin y Touyz, 1998; Schitfrin, 2005).
Efectos mitogénicos.- ET-1 posee un potente efecto mitogénico sobre
las VSMC (Komuro et al, 1988). Este efecto mitogénico es el
responsable de la participacion de la ET-1 en los procesos de
hipertrofia vascular y remodelado vascular. Los efectos mitogénicos de
ET-1 pueden ser mediados en parte por el aumento de las especies
reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) inducido por ET-1
(Wedgwood e al.,, 2001).

Efectos pro-inflamatorios.- La ET-1 esta implicada en procesos
inflamatorios a nivel de la pared vascular, estimulando la activaciéon de
macréfagos, la adhesion de neutréfilos a células endoteliales de arterias

coronarias (Cunningham ez al., 1997; Zouki et al, 1999) y la liberacion de
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mediadores proinflamatorios y quimiotacticos como el factor de
necrosis tumoral (TNF, zumoral necrosis factor)-o e interleuquinas (IL-1,
IL-6 e IL-8), todos ellos importantes en el progreso de la aterosclerosis.
(Ruetten e al., 1997; Hotman et al., 1988; Browatzki et al., 2000). Por
otro lado, la citoquinas proinflamatorias como el factor de transcripcioén
nuclear k@ (NF-kB, nuclear factor k), TNF-a e IL-6 estimulan la
produccion de ET-1 (Virdis ef al., 2003).

En la pared vascular, ET-1 produce una respuesta inflamatoria por
aumento del estrés oxidativo, lo cual conduce a remodelado vascular y
disfuncién endotelial. Este ultimo efecto esta presente en modelos de
hipertensién que presentan un componente mediado por ET-1, como
son ratas sometidas a nefrectomia unilateral y administracién de acetato
de deoxicorticosterona (DOCA, deoxycorticosterone acetate) mas dieta rica
en sal (DOCA-sal), ratas Dahl sal sensibles, infusién de Ang II y ratas
diabéticas (Schiffrin, 2005).

b) Efectos cardiacos.-

In vitro, ET-1 posee efectos inotrépicos y cronotropicos positivos a través de la

activacion de los receptores ET,, los mas abundantes en el corazéon (Ishikawa et al.,

1988). En animales, dependiendo de la especie animal y de las condiciones de

experimentacion que consideremos, la ET-1 va a inducir un aumento o una

disminucién de la contractilidad cardiaca. Asi, a bajas dosis ET-1 posee un efecto

inotrépico positivo, mientras que altas dosis posee un efecto inotrépico negativo. El

efecto inotropico positivo parece estar asociado con la activacion de PLC, PKC,

. . + . . ;o 2 .
intercambiador Na'/H" e incremento de los niveles plasmaticos de Ca®’, mientras que

el efecto inotrépico negativo de la ET-1 parece estar asociado a la activacion de

proteina kinasa G (PKG) (Tostes ez @/, 2008). En humanos, la administracion sistémica

de ET-1 disminuye el gasto cardiaco debido a un aumento de la poscarga y una
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disminucién de la frecuencia cardiaca mediada por baroreceptores. (Wagner ez al., 1992;
Meyer et al., 1996; Sharif et al., 1998).

ET-1 también induce proliferacion e hipertrofia cardiaca debido a sus propiedades
mitogénicas (Griendling ez a/., 1989). El rango de concentracién de ET-1 para producir
efectos hipertroficos 2 vitro es de 1-10nM. Los mecanismos por los que la ET-1 induce
hipertrofia cardiaca no son bien conocidos. Algunas evidencias indican que la ET-1
induce hipertrofia cardiaca mediante la activacién de PLC, PKC y ERK1/2. PKC
induce la activacién de ERK1/2 produciendo la fosforilacién y activacién de factores
de transcripcion como c-Fos y c-Jun, que dan lugar a la expresion de genes
hipertréficos (Sugden, 2003).

Un incremento en los niveles plasmaticos de ET-1 y de su precursor, la big-ET-1,
han sido descritos en la enfermedad cardiaca, dando una relevancia fisiopatolégica a
estos factores, lo que hace que se utilicen como marcadores de la mortalidad en la

enfermedad cardiaca (Pacher 7 al., 1990).

¢) Efectos renales.-

ET-1 es el vasoconstrictor mas potente en el rifion, mas que Ang II y
noradrenalina (NA). El riién no sélo posee capacidad para sintetizar ET-1, sino que
posee una gran cantidad de receptores ET, siendo la médula renal el lugar del
organismo donde existe mayor numero de receptores ET. Los receptores
predominantes en el tejido renal son los receptores de ET}; que son los responsables del
efecto natriurético de ET-1 (inhibicién de la reabsorcion de Na” y agua) (Kohan, 2006;
Vassileva e al., 2003). ET-1 presenta una gran variedad de efectos bioldgicos en el
rifién, tales como contraccién de la vasculatura renal y de las células mesangiales,
disminucién del flujo plasmatico renal y la filtracion glomerular, aumento de la
produccién de matriz extracelular e inhibicion de la reabsorcion de Na™ y agua a nivel
del conducto colector (Edwards ez al., 1990; Firth ez al., 1988; King ez al., 1989). Todos

estos efectos son mediados por la accién autocrina/paracrina de la ET-1 a nivel renal.
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Como consecuencia de sus efectos hemodinamicos en el rifion, ET-1 contribuye al

desarrollo de proteinuria en la insuficiencia renal crénica (Dhaun ez a/., 2000).

d) Efectos pulmonares.-

Los pulmones son el principal 6rgano de produccion de ET-1 circulante del
organismo debido a que en los pulmones existe una mayor expresion de ET-1 que en el
resto de 6rganos (Matsumoto ef al., 1989; Giaid ef al., 1993a). Ademas, los pulmones
son el principal 6rgano donde se produce el aclaramiento de ET-1 circulante a través de
los receptores ETy (Dupuis e# al., 1996). Esto hace que los pulmones sean uno de los
principales 6rganos diana de ET-1.

Administrada por via intravenosa, ET-1 produce una respuesta bifasica en la
circulaciéon pulmonar. Inicialmente produce una vasodilatacion debido a la liberacién de
NO vy la activacion de canales de potasio, seguida de una vasoconstriccion sostenida. La
vasodilatacién inicial es mediada por su unién a receptores de ET}, mientras que la
vasoconstriccion sostenida es mediada por su unioén a receptores ET, y ET;; (Eddahibi
et al., 1993).

En condiciones fisiologicas, ET-1 regula el tono bronquial y la proliferaciéon de
células pulmonares. En cambio, cuando los niveles de ET-1 son elevados se induce
hipertension arterial pulmonar, que se caracteriza por un aumento progresivo de las
resistencias vasculares pulmonares que conduce a un fallo del ventriculo derecho y
muerte (Rubin, 1997; Galie ez al., 1998). La hipertension arterial pulmonar es la unica
patologia donde se ha aprobado el uso de antagonistas de receptores de ET-1, siendo el
bosetan (antagonista no selectivo) el primer antagonista administrado por via oral
aprobado para su uso en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar (Channick

¢t al., 2001; Rubin e al., 2002).
e) Efectos endocrinos.-

ET-1 estimula la actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en

células endoteliales (Kawaguchi e a/., 1991), la actividad del sistema renina-angiotensina
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(SRA) en lecho mesentérico de rata (Rakugi ef a/., 1990) y la liberaciéon de aldosterona
(Cozza et al., 1989). Por otro lado, Ang II aumenta los niveles de ET-1 y la actividad de
ECE in vivo. Esto sugiere que puede existir un feed-back positivo entre la Ang II y la
ET-1 en determinadas situaciones patologicas, como en el fallo cardiaco. (Agapitov ez
al., 2002).

En condiciones fisiologicas la insulina favorece la producciéon de NO y ET-1. En
cambio, en pacientes con resistencia a la insulina, la producciéon de NO se ve
disminuida mientras que la producciéon de ET-1 inducida por insulina se ve aumentada
(Wolpert ez al., 1993; Miller ez al., 2002). Ademas, estudios en animales (Juan e al., 2004)
y en humanos (Cardillo ef 4/, 2002) han demostrado la participacion de ET-1 en el
desarrollo de hipertension en estados de resistencia a la insulina.

La produccién de ET-1 también puede estar aumentada por leptina. Este serfa el
mecanismo que explicaria el aumento de los niveles de ET-1 en obesidad, asi como, la
relacién hipertension-obesidad y la evolucion del sindrome metabdlico hacia diabetes
tipo 2 (Quehenberger ez al., 2002).

En la aterogénesis existe también una importante interaccion entre las LDL y la
ET-1, asi la ET-1 favorece la oxidacién de las lipoproteinas (Morawietz ef al., 2002) y su
consumo en las células endoteliales via receptor ETy; (Morawietz ¢f al., 2001), mientras
que las LDL oxidadas favorecen la produccién de ET-1 (Niemann e a/., 2005). ET-1
también estd elevada en la diabetes tipo 2 y elevados niveles de LDL colesterol (Barton

et al., 2003; Morise et al., 1995).
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Figura 3. Efectos de ET-1. La ET-1 ejerce acciones a través de los receptores de ETa/p en
distintos sistemas del organismo tanto en condiciones fisiolégicas como patologicas.
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2. Disfuncion endotelial, estrés oxidativo y ET-1.

2.1. Disfuncién endotelial: Definiciéon y concepto.

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

La disfunciéon endotelial puede definirse como el desequilibrio entre la sintesis,
liberaciéon o efecto de los factores endoteliales vasodilatadores y el de las sustancias
vasoconstrictoras que pueden sintetizarse en las células de este tejido. Este desequilibrio se
manifiesta con una reducciéon de la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio, o
con una mayor respuesta vasoconstrictora. Hay, no obstante, que tener en cuenta que
cuando existe un deterioro endotelial pueden ademas afectarse otras funciones de este
tejido, y puede facilitarse la interacciéon de las plaquetas y los leucocitos con la pared
vascular, as{ como el crecimiento y la migraciéon de las VSMC (Endemann y Schiffrin,
2004). Por tanto, en una definicién mas amplia de disfuncién endotelial, se incluirfa no sélo
una capacidad vasodilatadora disminuida sino también un estado proinflamatorio y
protrombotico asociado a la misma.

Hoy se sabe que la disfuncién endotelial desempefia un papel importante en la
patogénesis de diversos desordenes cardiovasculares, como hipertension, hipertrofia
cardiovascular y aterosclerosis, y que es un marcador precoz de dafio vascular anterior a
que los cambios estructurales de la pared de los vasos se hagan patentes mediante

angiografia o ultrasonidos (Davignon y Ganz, 2004).
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2.2. Disfuncién endotelial y estrés oxidativo.

Las células endoteliales vasculares sanas metabolizan el oxigeno y generan ROS
potencialmente nocivas. En condiciones normales, la tasa de formacién de agentes
oxidantes esta equilibrada con la tasa de su eliminacién (Touyz, 2004; Ogita y Liao, 2004).
Sin embargo, en la disfuncion endotelial existe un desequilibrio entre agentes prooxidantes
y agentes antioxidantes, lo que da origen al estrés oxidativo. Por tanto, el estrés oxidativo
sera el resultado patogénico de la sobreproduccion de agentes oxidantes, con lo que se
supera la capacidad antioxidante celular. Muchas condiciones patoldgicas incrementan las
ROS en la pared de los vasos, incluyendo la hipercolesterolemia, la diabetes y la

hipertension, patologias asociadas a la disfunciéon endotelial (Figura 4).
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* Hipertension * Aterosclerosis * Hiperhomocisteinemia
* Tolerancia a nitratos * Insuficiencia cardiaca » ADMA ¢ Diabetes
* Hipercolesterolemia * Fumadores ¢ Angiotensina II * Endotelina 1

I

NAD(P)H oxidasa
¢Otras fuentes?

Xantina oxidasa

eNOS desacoplada

l Biodisponibilidad de NO

Disfuncion endotelial
Remodelado vascular al Proliferacion de CMLYV
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Menor capacidad vasodilatadora
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Figura 4. Mecanismos cansantes de la disfuncion endotelial inducida por estrés oxidativo en las enfermedades
cardiovasculares. Distintos agentes, como enfermedades cardiovasculares  (bipertension, insuficiencia cardiaca,
aterosclerosis), factores de riesgo (hipercolesterolemia, tabaco, tolerancia a nitratos, diabetes, dimetil arginina
asimétrica (ADMA), hiperbomocisteinemia) y agentes vasoconstrictores (angiotensina 11, endotelina 1), pueden
activar diferentes sistemas enzgimaticos, como la NAD(P)H oxidasa vascular, la xantina oxidasa, o la eNOS
desacoplada, que producen un potente agente oxidante y precursor de otros oxidantes, el anidn superdxido (Oyz),
generando asi un estrés oxidativo (altas concentraciones de especies reactivas de oxigeno (ROS), entre ellas Oz,
peroxcinitrito (ONOO), radicales lipidicos (LOO - y LO ) o radical hidroxilo (OH:) principalmente), que
disminnye la biodisponibilidad del agente vasodilatador dxido nitrico (NO) al aumentar su degradacion por las
ROS. Esto produce la denominada disfuncion endotelial, donde se observa un estado vascular proinflamatorio,
proagregante plaguetario y con alteracion en el tono vascular, debido a que se produce un remodelado vascnlar, un
anmento de la agregacion plaquetaria, inflamacion vascular, la proliferacion de NSMC y una menor capacidad
vasodilatadora. 1a disfuncidy endotelial también mantiene, agrava y probablemente influye en el desarrollo de esas
patologias cardiovasculares. Disminucion. (+) :Activacion.
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Las ROS incluyen radicales superdxido (O,), radicales hidroxilo (OH) y radicales
lipidicos (LO™ y LOO). Todos ellos poseen electrones desapareados, por lo que se
clasifican como radicales libres. Sin embargo el peréxido de hidrégeno (H,O,), el
peroxinitrito (ONOQO) y el acido hipocloroso (HCI) no son radicales libres, pero tienen
propiedades oxidantes y contribuyen también al estrés oxidativo especialmente en presencia
de cationes metalicos (Figura 5).

BH,

f

BH, BH;

eNOS \_/

2 H*
. 2-NO, + 2 0H
LOONO Loo. 20NO0 —_, 20NODH —, O,

LOND g L e 2 "N O

20, + 26—+ 2.0

sc%. CAT

HO, + O — HO0* Q,

GPx
Fy \:+)
-OH

Peroxidasas
+ WO
"OH !
+ NGOy
FBIH

Denvados de Peroxidazas

1\};3,2. Lir » 3-NO,Tir

Figura 5. Esquema de la produccion de ROS' y sus interacciones con e/ NO. E/ anidn superixido (Oz) se
genera mediante la reduccion del Oz por un electron. La superdxido dismutasa (SOD) lo descompone rapidamente en
perdxido de hidrigeno (H>03). Este puede ser reducido a su vez y generar radicales hidroxilo (- OH). El H,0;
puede activar a las peroxidasas para generar especies altamente reactivas que pueden oxidar el NO y formar nitritos
(NOz), gue a su vez pueden reaccionar con productos de las peroxidasas y generar radicales nitritos (NOz) gue al
unirse a restos de tirosina (Tir-), producen nitrotirosina (3-INO2-Tir). La catalasa (Cat) o la glutation peroxidasa
(GPx) descomponen el H2Ozen H20y O2. El Oy también puede reaccionar, sobre todo en condiciones de alto estrés
oxidative, con el NO y formar peroxinitrito (ONOO ~), un potente agente oxidante y nitrosante. E/ ONOO -
puede reducirse a dcido peroxinitrico, que generarda NOz y OH ~ E/ NO puede también reaccionar con radicales
lipidicos (LO -, LOO ) para formar compuestos derivados nitrosados. Mediante estos procesos, disminnye la
biodisponibilidad de NO al reducirse su cantidad para ejercer sus efectos beneficiosos sobre la vascnlatura, y ademads
Se crean numerosos agentes oxidantes que anmentan el estrés oxidativo. Activacion: (+).
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Las ROS se han asociado a diversos modelos de hipertension experimental. Estos
modelos estan frecuentemente inducidos por la estimulaciéon del sistema renina-
angiotensina: perfusiéon cronica de Ang 1I, sobreexpresion de genes de renina y
angiotensinégeno, coartaciéon de la arteria renal y ratas espontaneamente hipertensas (SHR,
spontaneously hypertensive rats). En estos modelos, las ROS y los marcadores de la oxidacion
(nitracién de residuos de tirosina en proteinas, 8-isoprostaglandina F,,, malonildialdehido
(MDA, malonyldialdehyde) 'y substancias reactivas del dacido tiobarbitirico (TBARS,
thiobarbituric acid reactive substance)), estan aumentados en vasos, corazon y rifiones (Guo e al.,
2003; Chabrashvili ¢f al., 2003; Lassegue y Clempus, 2003).

No obstante, también existen modelos de hipertensién con bajos niveles de renina y
angiotensina que se obtienen, por ejemplo, mediante la perfusion de ET-1 o por
nefrectomia unilateral y administracién de DOCA mas dieta rica en sal (DOCA-sal), en los
que igualmente se ve elevada la produccion de O, vascular y los marcadores de estrés
oxidativo (Li ez al, 2003a, b; Sedeek e al., 2003, Zheng et al., 2003). Por tanto, vemos que
en muchos modelos experimentales, la hipertensioén esta asociada a una elevada produccién
de ROS (Figura 0).

Sin embargo, las ROS no solo participan en la disfuncién endotelial hipertensiva, sino
que colaboran en el desarrollo y mantenimiento de la hipertension. Asi, el O, puede
inducir vasoconstriccion (Grover et al., 2003; Gonzalez-Pacheco ef al., 2002), hipertrofia
vascular (Wedgwood y Black, 2003; Lassegue y Clempus, 2003) y miocardica (Delbosc ef al.,
2002; de Andrade et al., 2002), disminucion de la funcion renal (Sedeek, ez al., 2003; Welch y
Wilcox, 2001) e incremento de la actividad simpatica del SNC (Zanzinger, 2002). Por el
contrario, el H,O, ejerce efectos protectores al incrementar la actividad oxido nitrico
sintasa (NOS, nitric oxide synthase) o al actuar como factor hiperpolarizante derivado de

endotelio (EDHF, endotelinm derivated hyperpolarizante factor).
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Figura 6. Mecanismos de senalizacion redox dependientes en las VSMC y sus efectos fisioldgicos mediados por
especies reactivas de oxigeno (ROS), tendentes a producir y mantener la bipertension. Los ROS intracelulares
modifican la actividad de protein tirosin kinasas (PTK), como Sre, Ras, [AK2, PI3K y EGFR, asi como protein
kinasas activadas por mitdgeno (MAPK), particularmente ERK1/2, p38mapk y SAPK/]NK, probablemente
debido a la oxidacion/ reduccion de protein tirosin fosfatasas (PTP) debido a estas ROS. También influyen en la
expresion genética y proteica activando factores de transcripcion como el NFRB y el activador de proteina-1 (AP-1).
Los ROS estimulan ademas canales idnicos, como los de Ca?* y K+, causando cambios en la concentracion cationica
intracelnlar. Todos estos procesos se traducen en numerosas respuestas celulares que parecen contribuir y prolongar el
dario vascular hipertensivo. MMPs: Metaloproteasas de matriz. TIMP: Inhibidor tisular de metaloproteasas de
matriz. I Aumento. l :Disminucion. CDK: Kinasa dependiente de ciclina.
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La gran cantidad de ROS puede deberse a un aumento de su producciéon o una menor
eliminacién de éstas. Aunque hay maultiples fuentes celulares de generaciéon de ROS, como
la cadena respiratoria en las mitocondrias, enzimas que intervienen en la reduccién del
oxigeno, como la ciclooxigenasa (COX), lipooxigenasa (LOX), el citocromo p450 y otras
hemoproteinas (Cai y Harrison, 2000), las fuentes mas importantes de generaciéon de ROS
en el endotelio son la nicotinamin adenin dinucleétido fosfato (NAD(P)H) oxidasa, xantina
oxidasa (XO) y la o6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS, endothelial nitric oxide synthase)

desacoplada.

2.2.a. Papel de 1a NAD(P)H oxidasa en el estrés oxidativo vascular.

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

Estructura, funcion y localizacion.

En un principio se determino la estructura y la funciéon de la NAD(P)H oxidasa en
neutrofilos (Patriarca ef al, 1971). Esta enzima es un complejo multi-enzimatico
formado por un dominio con actividad reductasa compuesto por una flavoproteina y
un citocromo b558 formado por las subunidades gp22°*™ y gp91°"*, Otras importantes
subunidades citoplasmaticas incluyen p47°", p40P"™, p677"* y la protefna Rac. Cuando
las células fagociticas son activadas, las subunidades citosélicas se translocan hacia el
citocromo b558 de membrana, dando lugar a la forma activa de la enzima (Lapouge e#
al., 2000; Koga et al., 1999; Babior, 1995). La activacion del sistema NAD(P)H oxidasa

phox

requiere la fosforilaciéon de la subunidad p47™"*, que permite su translocacién y unién

al resto de subunidades iniciandose la cascada de activaciéon. Cuando el complejo esta
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activo, transfiere electrones del NAD(P)H citosoélico al oxigeno del espacio extracelular
generando O,, fundamentalmente extracelular (Cross y Segal, 2004; Nisimoto e al.,
1999).

La NAD(P)H oxidasa vascular tiene algunas caracteristicas moleculares similares a
la que se halla en neutréfilos. Ambas se inhiben por difenileneiodonio (DPI, diphenylene
todininm), un producto empleado para inhibir la producciéon de O, via NADP)H
oxidasas. Se diferencian, sin embargo, en sus caracteristicas funcionales. Asi, la oxidasa
vascular produce O, en menor cantidad, debido a que presenta una menor actividad
que la oxidasa de neutréfilos. Ademads, posee una actividad constitutiva, debido a la
existencia de complejos activos que permiten la formaciéon de O, en condiciones
basales, asi como posee una localizacion subcelular, lo que permite la produccion de O,
tanto intracelular como extracelularmente. E1 O, generado por la oxidasa vascular actia
como segundo mensajero de la sefializacién celular y no como bactericida. Por dltimo,
la oxidasa de fagocitos sélo utiliza como sustrato el nicotinamin adenin dinucleétido
fosfato (NADPH), mientras que la oxidasa vascular puede utilizar como sustratos el
NADPH o el nicotinamin adenin dinucleétido (NADH) (Cai e 4/, 2003; Lassegue y
Clempus, 2003; Ray y Shah, 2005).

Muchos componentes de las NADPH oxidasas de neutréfilos estan presentes en las
NAD(P)H oxidasas de las células endoteliales y el musculo liso vascular (Touyz e7 al.,
2002; Wassmann et al, 2002; Griendling e/ al, 2000). En los ultimos afios se ha
descubierto una familia de proteinas homoélogas a la subunidad gp917*>* de las NADPH
oxidasas de neutroéfilos presente en los tejidos vasculares, denominadas Nox (NADPH
oxtdases homolognes) (Bedard y Krause, 2007). Las principales subunidades cataliticas en el
tertitorio vascular son Nox-1, Nox-2 (equivalente a la subunidad gp91”™ de
neutréfilos) y Nox-4, y sus subunidades reguladoras son p22°", p40P">, p477", p6 7P
y rac (Bengtson ez al, 2003; Lasscgue y Clempus, 2003; Touyz et al, 2002). Las
subunidades Nox y p22°" estan localizadas en la membrana, mientras que el resto de
componentes se encuentran en el citosol. Las células endoteliales contienen Nox-1 (el

primer homologo de Nox-2), Nox-2 y Nox-4, la isoforma mas abundante (Ago e/ al.,
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2004; Higashi e al, 2003; Lassegue y Clempus, 2003). Nox-4 también es la isoforma
mas abundante en VSMC (Griendling, 2004; Lass¢gue e al, 2001), expresandose
conjuntamente con Nox-1 en los vasos de conductancia (aorta y grandes arterias)
(Lassegue ¢ al., 2001), o con Nox-2 en los vasos de resistencia (arteriolas) (Griendling,
2004; Touyz et al, 2002). Los fibroblastos de la capa adventicia expresan Nox-2 y
Nox-4 (Chamseddine y Miller, 2003; Rey ez al., 2002).

Los aniones superdxido generados por la NADPH oxidasa fueron estudiados
inicialmente por sus funciones inmunolégicas como mediadores de la inflamacion,
reclutadores de células e inductores de la apoptosis. Sin embargo, la confirmacion de la
expresion de algunas subunidades de la NADPH oxidasa en el sistema cardiovascular
(Shu ez al, 1999) y la implicacién del O, generado por la NAD(P)H oxidasa vascular
como segundo mensajero de la sefalizaciéon celular en algunas patologias
cardiovasculares, han aumentado la importancia de este sistema enzimatico como

potencial diana para la prevencion y el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Actividad mediada por ET-1.

La actividad de la NAD(P)H vascular es regulada por citoquinas, factores de
crecimiento, hormonas y factores fisicos tradicionalmente implicados en la patogénesis
de la enfermedad cardiovascular (Bedard y Krause, 2007; Griendling ez a/., 2000). De
todos ellos, el mejor caracterizado es la Ang II, que es un importante activador de la
NAD(P)H oxidasa vascular. La activacion de la NAD(P)H oxidasa por Ang II y las vias
de sefializaciéon implicadas, han sido descritas por diversos autores (Touyz ez al., 2003;
Cai et al, 2003; Laplante e al, 2005). Ademas de la Ang II, otros péptidos,
estrechamente relacionados con el sistema renina-angiotensina, como son aldosterona y
ET-1, también actian activando a la NAD(P)H oxidasa (Callera ¢z al., 2005; Li et al.,
2003; Cruzado et al., 2005; Laplante e7 al., 2005). Recientes estudios han demostrado que
la ET-1, a través de su unién a los receptores ET, y ETj, puede activar a la NAD(P)H
oxidasa tanto 7 vitro como n vivo (Duerrschmidt e al., 2000; Fei ef al., 2000; Zheng ef al.,

2003b; Amiri ez al., 2004; Dong ez al., 2005) y que los radicales libres generados por esta
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fuente juegan un papel importante en la hipertension mineralocorticoide y en la
vasoconstriccion inducida por ET-1 (Li ez al., 2003; Wedgwood ez al., 2001).

No obstante, los mecanismos implicados en la producciéon de O, inducida por
ET-1 no estan bien caracterizados. A diferencia de la Ang 11, la ET-1 no induce un
incremento agudo en la produccion de ROS (Laplante ¢# al., 2005) y en sus efectos a
largo plazo estan implicadas la NAD(P)H oxidasa (Wedgwood ez al, 2001; Li et al.,
2003; Elmarakby ez al., 2005), el desacoplamiento de la 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) (Loomis et al., 2005) y la cadena respiratoria mitocondrial (Callera ez al., 2000;
Touyz et al., 2004) como fuentes generadoras de ROS.

Elfectos in vitro de la actividad de la engima.

Se ha descrito que diversos estimulos tales como Ang II, ET-1, trombina, factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, plaguete derivated grown factor) y el TNF-a
incrementan la actividad de NAD(P)H oxidasa y la produccién de ROS en las VSMC
(Griendling ez al., 2000a). La actividad de la NAD(P)H oxidasa también estd aumentada
en el tejido vascular de distintos modelos experimentales de hipertensiéon como en ratas
SHR y DOCA-sal (Sanchez ez al., 20006; Jiménez et al., 2007). Asimismo, el H,O,
derivado de la NAD(P)H oxidasa esta implicado en la hipertrofia de las VSMC causada
por Ang II (Griendling ez a/., 2000; Servant et al., 1996). Tanto la Ang II como la ET-1
estimulan, a través de la activacién de NAD(P)H oxidasa, las respuestas inflamatorias,
produciendo un aumento en la expresion de MCP-1 (monocyte chemotactic proteina 1)
(Tummala e7 al., 1999), de VCAM-1 (vascular cell adbesion molecule 1) (Chen et al., 1997; Li
et al., 2003c) e interleukina- 6 (IL-6) (Schieffer ez al, 2000; Béhm ef al., 2007; Browatzki
et al., 2000). Las ROS derivadas de NAD(P)H oxidasa parecen modular también la
angiogénesis, a través de la activaciéon de los receptores del VEGE (vascular endotelial
growth factor) (Ushio-Fukai ez al., 2002). Igualmente, las ROS producidas por NAD(P)H
oxidasa activan las metaloproteasas de la matriz (MMPs) y aumentan su expresion
(Galis y Khatri, 2002). En células endoteliales, uno de los efectos debidos a la activacion

de NAD(P)H oxidasa es la producciéon de NO, de tal manera que la Ang II puede
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estimular simultaneamente la producciéon de O, y NO, favoreciendo asi la formacién

de ONOO' (Thorup ez al., 1999; Pueyo e# al., 1998; Saito et al., 19906).

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

Aparte de estos resultados en estudios 7 vitro, la NAD(P)H oxidasa parece estar
implicada en la generaciéon de las ROS observada en muchas enfermedades
cardiovasculares. Por ejemplo, un exceso en la producciéon de O, por NADP)H
oxidasa esta implicado en la disminucién de NO asociada a la disfuncién endotelial en
modelos experimentales de hipertensién y en la hipertension esencial (Endeman ef a/.,
2004; Virdis et al., 2004).

En ratas a las que se indujo hipertension arterial por administraciéon de ET-1, se
observé un aumento en la actividad de la NAD(P)H vascular (Elmarakby ez a/., 2005).
En estos animales, la administraciéon de superoxido dismutasa (SOD) o del inhibidor
especifico de la NAD(P)H oxidasa, apocinina, revirtié6 el incremento en el estrés
oxidativo inducido por ET-1 (Elmarakby e a/., 2005). En un modelo experimental con
ratones transgénicos que sobreexpresan el gen para ET-1, se observa un remodelado
vascular y disfuncion endotelial como consecuencia del aumento de ROS via NAD(P)H
oxidasa inducido por ET-1 (Amiri ez al., 2004). En modelos experimentales en animales,
la produccion de O, aumenta con el envejecimiento, y este efecto parece estar asociado
a la NAD(P)H oxidasa (Hamilton e# @/, 2001). También se ha demostrado un papel
similar de l]a NAD(P)H oxidasa en humanos. Por ejemplo, en venas safenas humanas
de pacientes diabéticos e hipercolesterolémicos, el aumento en la produccién de O, es
debido a un aumento en la actividad de NAD(P)H oxidasa (Cai y Harrison, 2000). Por
tanto, se observa a través de todos estos datos el papel clave que NAD(P)H oxidasa

parece ejercer en la hipertension.
2.2.b. Papel de la xantina oxidasa.

Otra fuente importante de ROS es la enzima xantina oxidasa (XO), presente en la

superficie luminal de las células endoteliales de diversos 6rganos. Existen dos isoformas,
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convertibles la una en la otra en funcién del estado redox y de la presencia de cofactores,
con dos actividades enzimaticas: xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa. La primera
reduce nicotinamin adenosin dinucle6tido oxidado (NAD”), mientras que la segunda
reduce el oxigeno molecular produciendo O, y H,O, (Berry y Hare, 2004). Al igual que la
NAD(P)H oxidasa vascular, la XO puede utilizar como sustratos tanto el NADH como el
NADPH para generar ROS. Algunos estudios indican que los inhibidores de XO,
oxipurinol o alopurinol, mejoran la disfunciéon endotelial (Mervaala e al., 2001; Butler ez
al., 2000; Cardillo ez al, 1997). También, en SHR, el oxipurinol es capaz de reducir los
valores de presion arterial, indicando un papel de la XO en el mantenimiento de las

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

2.2.c. Papel del desacoplamiento de la eNOS.

Bajo ciertas circunstancias, como aumento del estrés oxidativo, hipertension,
diabetes o aterosclerosis, la eNOS no puede ejercer correctamente su funcién y se
produce lo que se denomina “desacoplamiento de eNOS”, transfiriendo los electrones
que debian ir al nitrégeno guanidinico de la L-arginina para formar NO, al oxigeno, y
produciendo O, y H,0O,, con lo que se disminuye asi la produccién de NO (Forstermann,
2000) y se aumenta la de ROS (Figura 7).

El desacoplamiento de la eNOS representa otro posible mecanismo implicado en la
disfuncién endotelial y puede deberse a una deficiencia en L-arginina o en 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH,) (al oxidarse a BH,), o bien, puede ser debido a la presencia de
sus inhibidores endégenos. De esta forma, el desacoplamiento de la eNOS es también un
mecanismo ctitico en la disfuncién endotelial experimental y clinica (Vasquez-Vivar ef al,
2003). Este desacoplamiento se ha observado z vive en distintas situaciones patologicas.
Asi, en aorta de ratas espontaneamente hipertensas con tendencia a infarto cerebral (SP-
SHR, stroke-prone spontaneously hypertensive rats), 1a produccion de O, es mayor respecto a ratas
normotensas y aumenta con la edad. Este efecto se revierte al inhibir la eNOS con N*-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) o después de eliminar el endotelio (Hamilton ef a/,

2001). Ademas, se ha demostrado que la tolerancia a los nitratos esta asociada con un
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aumento de la produccion vascular de O, por desacoplamiento de la eNOS (Munzel ez al.,
2000). Diversos estudios han demostrado que la generacién inicial de ROS via
NAD(P)H oxidasa conduce a la oxidacién del cofactor de BH, y el consiguiente
desacoplamiento de la eNOS, lo que da lugar a una amplificacién de la generacion de

ROS y a un aumento de la presion arterial (Landmesser ¢ a/., 2003; Loomis ef al., 2005).

* Hipertension

* Diabetes

* Aterosderosis

* Funmadores

* Tolerancia a nitratos

Figura 7. Desacoplamiento de la eNOS. La engima en forma de mondmero o en condiciones de baja
biodisponibilidad de 1.-arginina o de tetrabidrobiopterina (BHa) (por aumento de su oxidacion a dibidrobiopterina
(BH3)) que pueden ser debidas a diversos factores como hipertension, diabetes, aterosclerosis, adiccion al tabaco o
tolerancia a los nitratos, se encuentra en un estado que se denomina “desacoplada”, en el gque en lugar de producir
NO, produce mayoritariamente Oz
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2.2.d. Papel de las enzimas antioxidantes.

Nuestro organismo posee mecanismos de defensa antioxidantes, cuya alteracion
también contribuye al estrés oxidativo (Redon e 4/, 2003). La SOD convierte el O, en
H,O,, que es mas tarde degradado a agua por la catalasa (Cat) o la glutation peroxidasa
(GP,). La perfusion de Ang II disminuye la expresion de SOD extracelular en rifion
(Chabrashvili e a/., 2003). Se ha podido comprobar cémo la actividad de CuZn-SOD y Mn-
SOD es mas baja en vasos y rifién de animales sometidos a nefrectomia parcial (Vaziti ez al.,
2003), en ratas Dahl sensibles a sal, estenosis arterial renal y DOCA-sal (Awe ez 4/, 2003).
Ademas, la actividad Mn-SOD disminuye en el rifién por la perfusion de Ang II debido a la
nitracion de tirosina (Guo ez al., 2003). De forma semejante, la Cat y la GP, disminuyen tras
la estenosis renal. La catalasa adrtica también se encuentra disminuida en ratones
genéticamente hipertensos (Uddin e# a4/, 2003). Por tanto, en estos modelos animales, la
menor actividad de estas enzimas antioxidantes enddgenas contribuye a la elevacion de
ROS, al no poderlas eliminar eficazmente.

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

endotelio.

2.3.  Disfuncion endotelial y ET-1.

NO y ET-1 son mediadores derivados del endotelio que juegan un papel importante en
la homeostasis vascular. EI NO es generado y liberado por las células endoteliales tanto en
condiciones basales como frente a estimulos, como las fuerzas de cizallamiento o “shear
stress” y el flujo sanguineo (Cooke e7 al., 1991). En el sistema cardiovascular el NO no sélo
origina vasodilataciéon sino que también inhibe la adhesion y agregacion plaquetaria, la
proliferacién de las VSMC, la adhesiéon de monocitos, la expresion de diferentes moléculas
de adhesion y la produccion de ET-1 (Radomski ez a/., 1987a,b; Taddei e al., 2000). La ET-

1 posee capacidad para producir una vasoconstriccion sostenida concentracion dependiente
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y endotelio independiente en anillos vasculares de varias especies (Hickey ef al, 1985;
O’Brien et al., 1987). ET-1 interacciona con varios sistemas biolégicos como el sistema L-
arginina/NO, el SRAA vy el sistema netvioso simpatico. Ademds, el sistema de ETs juega
un papel importante en diversas acciones biologicas como regulacion del tono vascular,
balance sodio-agua, desarrollo de las células de la cresta neural y en la neurotransmision
(Kedzierski y Yanagisawa, 2001). Recientes estudios han sugerido que el desbalance entre
NO/ET-1 puede contribuir a cambios en la funcién vascular observados en estados
patolégicos. De hecho, se ha observado que algunas vasculopatfas que estan asociadas a
una menor biodisponibilidad de NO muestran un incremento en la sintesis de ET-1, lo cual
sugiere una estrecha relaciéon entre ambos mediadores derivados del endotelio (Alonso y
Radomski, 2003).

La ET-1 puede reducir la biodisponibilidad del NO por disminucién de la produccion
de NO mediante inhibiciéon de la eNOS a través de la caveolina-1. La caveolina-1 es la
principal proteina de la caveola y actia como un regulador negativo de la actividad de la
eNOS al unirse a ella (Minshall e /., 2003). En condiciones patologicas, ET-1 aumenta la
expresion de caveolina-1, que inhibe la actividad de la eNOS (Kamoun e7 a/., 2006; Karaa e#
al., 2005). O bien, por aumento de la degradaciéon de NO mediante su interacciéon con
ROS. In vivo, la sobreexpresion de ET-1 induce un aumento en la producciéon de ROS en el
arbol vascular (Amiri e al., 2004), que pueden interaccionar con el NO, o bien, con BH, e
inducir el desacoplamiento de la eNOS (apartado 2.2.c.). En ambos casos se produce una
disminucién en los niveles de NO, lo cual conduce a la aparicion de disfuncién endotelial.
El papel de la ET-1 end6gena para inducir disfuncién endotelial por aumento en la
produccién de ROS es confirmado en el modelo DOCA-sal, donde se observa disfuncion
endotelial, disminucién de los niveles de BH,, aumento de la producciéon de ROS y
aumento de los niveles plasmaticos de ET-1 (Zheng ez al., 2003; Iglarz et al., 2003; Jiménez
et al., 2007). En este modelo animal de hipertension, los niveles de BH, son restaurados por
inhibicién de la NAD(P)H oxidasa, principal fuente generadora de ROS a nivel vascular, o

port inhibicién de los receptores de ET-1(Zheng ef al., 2003).
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La ET-1 juega un papel importante en los modelos experimentales de hipertension sal-
sensibles, tales como ratas hipertensas DOCA-sal, ratas hipertensas Dahl sal sensibles,
infusiéon de Ang II, ratas Goldblatt 2 rifiones-1clip, infusién de aldosterona y SP-SHR con
o sin sal (Tostes y Muscara, 2005; Schiffrin, 2005; Moreau y Schiffrin, 2003; Jiménez ¢f al.,
2007). En estos modelos se ha observado un aumento en los niveles plasmaticos de ET-1y
de ROS, lo cual esta asociado a la disfuncién endotelial que se observa en ellos. Diversos
autores han demostrado que la ET-1, a través de la activaciéon de sus receptores
(ET,/ET}), produce un aumento en la produccién vascular de ROS por activacion de la
NAD(P)H oxidasa (Li e al, 2003d; Callera e al, 2003). Este incremento de ROS
contribuye a la reduccién de la biodisponibilidad del NO, dando lugar a disfunciéon
endotelial (Iglarz ez a/l., 2003). Por tanto, las ROS juegan un papel esencial en la disfunciéon
endotelial observada en los modelos de hipertensién inducidos por la elevacion de los
niveles de ET-1(Sedeck ¢ al., 2003).

Diversos estudios han sugerido la implicacion de la ET-1 en la patogénesis inicial de las
enfermedades cardiovasculares. Asi ET-1 es un predictor temprano de la disfuncion
endotelial presente en las enfermedades cardiovasculares, como aterosclerosis, diabetes,
hipertensién pulmonar y enfermedades autoinmunes. La implicaciéon de la ET-1 en la
disfuncion endotelial observada en aterosclerosis ha sido demostrada en ratones deficientes
en apoL, que es un modelo animal de hiperlipidemias y aterosclerosis ampliamente usado.
En este modelo animal tanto la disfunciéon endotelial como el desarrollo de la placa de
ateroma puede ser prevenido por el bloqueo especifico o no especifico de los receptores de
ET-1(Barton e al., 1998; Best ¢t al, 1999). En la diabetes, el aumento de los niveles de
insulina y de los productos de glicosilacién avanzada induce una activacion del sistema de
ETs y el desarrollo y mantenimiento de la disfuncién endotelial. En pacientes con
hipertensién pulmonar se observa un aumento en la expresion y los niveles plasmaticos de
ET-1, que induce disfunciéon endotelial (Stewart ez al, 1991; Giaid et al, 1993b). La
disfuncién endotelial inducida por un aumento en los niveles de ET-1 también ha sido
descrita en enfermedades autoinmunes como escleroderma, lupus y enfermedad del tejido

conectivo mixta (Hashimoto ez a/., 1982; Lima ez al., 1991; Filep ez al., 1995).
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A pesar de las evidencias clinicas y preclinicas existentes, los mecanismos por los que la

ET-1 induce disfuncién endotelial estan siendo investigados actualmente.

2.4.  Valor pronostico de la disfuncién endotelial.
Puesto que la disfunciéon endotelial es un hecho que ocurre y se detecta previamente
a cambios estructurales en la pared de los vasos (Davignon y Ganz, 2004) puede tener

un valor prondstico, siendo tutil como predictor de sucesos cardiovasculares (Quyyumi,

2003; Perticone et al., 2001).

La disfunciéon endotelial en arterias coronarias se ha asociado a sucesos
cardiovasculares en pacientes con y sin enfermedad coronaria manifiesta (Halcox ez 4/,
2002; Schachinger ef al, 2000; Suwaidi e afl, 2000). La disfunciéon endotelial de la
vasculatura periférica también tiene valor prondstico. La realizacion de tests no
invasivos de disfuncién endotelial predijeron sucesos cardiovasculares en pacientes con
enfermedad arterial periférica (Gokce e al., 2003), hipertension (Perticone ef al., 2001) y

en pacientes que no sufrian dafno vascular (Gokce ez a/., 2002).

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

Bugiardini ez a/ (2004) han demostrado recientemente que el dolor toracico en
mujeres con arterias coronarias angiograficamente normales no es totalmente benigno.

Mujeres con angina de-novo, evidencia de defecto de perfusién cardiaca reversible,
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angiograffa coronaria normal y disfunciéon endotelial de base, tenfan elevado riesgo
cardiovascular y mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria.

La disfuncién endotelial también se ha visto que puede ser un factor predictivo del
riesgo de desarrollar hipertensiéon en mujeres postmenopausicas. Rossi e al. (2004)
demostraron que mujeres sanas postmenopausicas y normotensas con disfuncion
endotelial tenfan una mayor probabilidad de desarrollar hipertensiéon que las que no

padecian disfuncién endotelial.

2.5.  Tratamiento de la disfuncién endotelial.

La disfuncién endotelial esta presente en muchas formas de enfermedad cardiovascular,
como ya se ha comentado anteriormente. El tratamiento de la enfermedad principal puede
restablecer la funcién endotelial, aunque sélo en algunas condiciones. En pacientes con
insuficiencia renal croénica, el transplante renal restablece la funcién renal y puede mejorar
la disfuncion endotelial (Passauer e a/, 2003).

En la hipertension, la reduccion de la presion arterial per se, no parece restaurar la
funcién endotelial, puesto que la terapia antihipertensiva mejora la disfunciéon endotelial
pero no en todos los casos. Asi, los a- y B-bloqueantes adrenérgicos no tienen efecto
directo sobre la disfuncién endotelial (Nadar e @/, 2004), aunque el tratamiento con
carvedilol, firmaco perteneciente a la tercera generacion de B-bloqueantes, inhibe el estrés
oxidativo (Yasunari ez al, 2004). Los inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina (IECA), los antagonistas del receptor de Ang II (ARA-II) y los bloqueantes de
canales de calcio, mejoran la disfuncién endotelial en pacientes hipertensos (Nadar ef al.,
2004; Schiffrin, 2004). Schiffrin ez o/ (2002a) mostraron que en pacientes con hipertension
esencial, el cambio del B-bloqueante atenolol por el antagonista del receptor de Ang II
irbersartan corregia la disfunciéon endotelial. También demostraron que el tratamiento con
el antagonista de canales de calcio amlodipino, mejoraba la funcién endotelial en pacientes
hipertensos mientras que el B-bloqueante atenolol, que ejercia el mismo control sobre la

presion arterial, no (Schiffrin e a/., 2002b). Los ARA-II y los IECA son especificamente
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beneficiosos. Los mecanismos por los que el bloqueo del sistema renina-angiotensina
pueden mejorar la disfunciéon endotelial incluyen la reduccion del estrés oxidativo y la
inflamacién (Schiffrin y Touyz, 2003). En el caso de los antagonistas de receptores de ET-
1, diversos autores han descrito que el tratamiento con un antagonista selectivo de
receptores ET,, o bien, un antagonista no selectivo (ET), 5), no revierte el aumento en la
presion arterial pero si previene el dafio vascular, la disfuncién endotelial, la hipertrofia
vascular y cardiaca, la progresion del dafio renal y mejora la supervivencia en los modelos
experimentales de hipertension sal sensibles (Schiffrin, 2005; Moreau y Schiffrin, 2003).
Esto nos indica que la ET-1 probablemente posee acciones cardiovasculares y renales
directas independientes de sus efectos hemodinamicos. Los efectos pro-inflamatorios y
sobre el crecimiento celular parecen ser los responsables de las acciones cardiovasculares y
renales directas de ET-1(Schiffrin, 2005; Moreau y Schiffrin, 2003; Callera ez al., 2004).

En estados de resistencia a la insulina y en la diabetes, los mecanismos de disfuncion
endotelial son complejos. Se ha demostrado que los agonistas de receptores para
activadores de la proliferaciéon de peroxisomas (PPAR)-y (p.¢j. ciglitazona) reducen la
presion arterial y mejoran la funcion endotelial en ratas Zucker obesas (Pershadsingh e al.,
1993).

Otra posibilidad para el tratamiento de la disfunciéon endotelial es actuar sobre los
mecanismos de la enfermedad que conducen a la disfuncién del endotelio. De esta forma,
la disminucién de los niveles de homocisteina en la hiperhomocisteinemia mediante la
suplementaciéon con acido félico mejora la disfunciéon endotelial (Bennet-Richards ez 4/,
2002; Zhang et al., 2000). El tratamiento oral con L-arginina, precursor de NO, reduce la
presion arterial y mejora la funciéon endotelial (Palloshi ez a/, 2004). La BH, y sus analogos
(Hyndman ez al, 2002), pueden también mejorar la funcién endotelial incrementando la
biodisponibilidad del NO. Recientemente, se ha sugerido que el acido acetil salicilico podria
reducir el estrés oxidativo y mejorar asi la funcién endotelial (Wu ef 4/, 2002). Se ha
demostrado también que las estatinas mejoran la disfuncion endotelial en modelos animales
de hipertension (Zhou et al., 2004) y en pacientes hipertensos con niveles normales de

colesterol (Danaoglu ez a/., 2003), facilitando la activacion de la eNOS e inhibiendo el estrés
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oxidativo. El tratamiento a largo plazo con las vitaminas antioxidantes C y E también

mejora la disfuncién endotelial 7z vivo (Kinlay ef al., 2004).

3. Flavonoides.

3.1 Generalidades.

Dentro de los compuestos polifendlicos, los flavonoides representan la clase mas
importante y numerosa (Rice-Evans e al, 1998). Los flavonoides son metabolitos
secundarios de las plantas y ejercen diversas funciones en ellas, como antifungicos,
bactericidas, quelantes de metales, protectores de radiaciéon ultravioleta, colorantes y
controladores de las auxinas reguladoras del crecimiento y la diferenciacion en los
vegetales. Todos ellos presentan como elemento estructural comin un esqueleto de
difenilpirano (Ci-C,-C), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un
anillo (C) de pirano (Martinez-Florez ef al., 2002) (Figura 8). Sobre este esqueleto pueden
darse miles de substituciones, lo que origina las diferentes clases de flavonoides: flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanoles (catequinas y proantocianidinas), antocianidinas, chalconas,

auronas e isoflavonas (Figura 9).

Figura 8. Estructura general de los flavonoides y numeracion de sus substituyentes.
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Flavanoles Proantocianidinas o taninos condensados
R1

g8
RS

S
OH
OH

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

Proantocianidina trimérica

Figura 9. Principales grupos de flavonoides y sus representantes mds significativos.

Estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, encontrandose en cantidades
variables en frutas, verduras, semillas, especias y bebidas derivadas de vegetales, como el te,
las infusiones, el mosto, los zumos y el vino, por lo que entran a formar parte de nuestra
dieta (Macheix e al., 1990). Kuhnau e a/. (1976) estimaron una ingesta diaria media del total
de polifenoles de alrededor de 1 g. Recientemente, se ha calculado que el consumo diario
medio en humanos de flavonoles mas flavonas en unos 20-25 mg (Manach ef a/, 2004). No
obstante, hay grandes variaciones dependiendo de los habitos nutricionales y las zonas
geograficas, por ejemplo, desde 5 a 125 mg de flavonoles por dia en Italia, a una media de
82 mg de antocianidinas en Finlandia, alcanzando incluso los 200 mg, y variando el
consumo de flavonoles mas flavonas en Alemania de 4 a 100 mg al dia, con un consumo
medio estimado en 23 mg (Sampson e al., 2002; Heinonen 2001; Pietta e a/, 1996; Hertog
et al., 1993a). El vino tinto, por ejemplo, contiene 1,8 g/1 de polifenoles, entre los que los
flavonoides forman el grupo mayoritatio, con concentraciones entre 1,36-1,5 g/l

(Waterhouse, 2002).
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El interés en los flavonoides presentes en la dieta ha aumentado en los ultimos afios
debido a la publicacién de numerosos estudios epidemioldgicos que han mostrado una
correlacién inversa entre el consumo diario de flavonoles y flavonas, y una menor
incidencia y mortalidad de cancer y enfermedades cardiovasculares (Geleijnse ez al, 2002;
Aral et al., 2000; Hertog ez al., 1996; Hertog ez al., 1993b). El meta-analisis de siete estudios
de cohortes prospectivos determind que estar entre los individuos del tercio superior en la
ingesta diaria de flavonoles se asociaba a un menor riesgo de mortalidad debida a
enfermedad cardiaca coronaria, comparados con el tercio inferior después de ajustar el
resto de factores de riesgo y de otros componentes dietéticos (Huxley y Neil 2003).

Esto ha llevado también en los ultimos afios a un gran interés sobre los efectos de los
flavonoides en el endotelio vascular, como demuestran el gran numero de estudios
experimentales e incluso algunos clinicos (Duarte ez al, 2001a,b; Appel et al., 1997), ya que
parece ser una de las claves de sus efectos cardioprotectores. La dificultad estriba en que al
ser los flavonoides un grupo tan numeroso y heterogéneo, sus efectos pueden diferir entre
ellos tanto cuantitativa como cualitativamente. La mayorifa de los datos disponibles se basan
en alimentos ricos en flavonoides, como el coco, o en bebidas que los contienen en altas
propotciones, como el vino, los zumos y el té; o en extractos de vino o zumos de frutas; o
en algunos compuestos aislados como kaempferol, delfinidina y quercetina; lo cual hace
muy dificil extrapolar resultados al comparar unos con otros. El flavonol quercetina
representa el 60-75% del total de flavonoles mas flavonas de la dieta (Hertog ef al, 1993a),
siendo las principales fuentes de flavonoles, y sus concentraciones medias: las cebollas
(350-1200 mg/kg), la col rizada (300-600 mg/kg), el puerro (30-225 mg/kg), los tomates
cherrys (15-200 mg/kg), el brécoli (40-100 mg/kg), los arandanos (30-160 mg/kg), las
manzanas (20-40 mg/kg), las habas (10-50 mg/kg), las uvas tintas (15-40 mg/kg), la
infusién de té negro (30-45 mg/1), la infusién de té verde (20-35 mg/1) y el vino tinto (2-30
mg/1) (Manach e al, 2004). Un amplio rango de acciones bioldgicas de los flavonoides,
incluyendo sus propiedades antioxidantes, antiagregantes plaquetarias y vasodilatadoras
(Rice-Evans e al., 1998; Duarte e al, 1993a,b) (Figura 10), concuerdan con los efectos

protectores de quercetina en los modelos estudiados de enfermedades cardiovasculares
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(Sanchez et al, 2006; Galisteo et al., 2004; Duarte et al., 2001a,b), por lo que puede
representar uno de los principales promotores de los saludables efectos cardiovasculares de

los flavonoides.

Ibdm(nckl dafo par Mjara delas enferedades
ion cardiovasculares

o Queladién de retales *| Disfundianendotelial

el Gdomigenasa * Antihipertersivos

| 5T ipoonigenasa of Vasodilatadores

o | Adtivaciandd conplerrento o} Vasocorstrictores

« § Midoperaxidacion * Antiagregantes plaquetarios

» | Innovilizacién leucoditaria Matemgetlms

Antivitales axidativo
| Prdiferacion cehular l
Angiogénesis * Antiaxidantes
 Anticxichntes Reducddndela | Biodisponihilidad de ND
inflanrecién *] NADPH xidsa
o | Xantina cxicsa
o} Adtivacitndd conplenrento  *| Gdoaigenasa
] Midlopercridacion *4 5Tipoorigenasa
o| Inrovilizacidnlenooditaia *3 DesacoplamientodeeNOB
o] Gdoaxigenasa

Figura 10. Esquema de las actividades bioldgicas de los flavonoides y sus principales efectos saludables.

l.’Dz'swz'nmz'o'ﬂ, inbibicion. I.'Aﬂmeﬂfo, estimulacion.
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3.2. Biodisponibilidad y metabolismo de quercetina.

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

Los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y excreciéon que se dan en el
organismo han sido ampliamente estudiados para algunos de los flavonoides (Scalbert y
Williamson, 2000; Manach ez a/., 2004; Williamson y Manach, 2005), pero debido a sus
diversos efectos y propiedades, es dificil extrapolar resultados o asumir un mismo
mecanismo o proceso para todos, por eso nos centraremos en la quercetina, el principal
flavonol presente en la dieta y objeto de esta Tesis, del que se sabe bastante sobre su
farmacocinética.

En los alimentos, todos los flavonoides, excepto los flavanoles, se encuentran como
glicosidos (unidos a diferentes azucares), lo que influye en su absorcién (aunque no en la
proporcién de sus metabolitos circulantes). Recientes estudios en animales y humanos han
demostrado que quercetina y otros flavonoides relacionados se absorben mayoritariamente
en el intestino delgado (10-50%), fundamentalmente como agliconas o como glicésidos
(Hollman e al., 1999; Day et al., 2003). Los glicésidos de quercetina se absorben en el
intestino delgado, y mas eficazmente incluso que la aglicona sola, debido a la existencia de
un transportador de glucosa dependiente de sodio en la membrana de los enterocitos, el
SGLT1 (Sodium-Glucose Cotransporter type 1) (Gee et al., 1998; 2000), en los cuales serfan
hidrolizados por B-glucosidasas. No obstante, la funciéon de este transportador ha sido
modificada recientemente (Kottra y Daniel, 2007). Durante muchos afios se discuti6 la
presencia en plasma de glicosidos de quercetina, pero actualmente esta aceptado que estos
compuestos no se encuentran en el plasma a dosis nutricionales, y que practicamente
tampoco esta presente como aglicona, sino en sus formas conjugadas (Graefe e al., 2001;
Sesink e al., 2001).

El primer paso del metabolismo de flavonoides tanto en ratas como en humanos ocurre
en el intestino delgado, donde muchos de los flavonoides absorbidos sufren metilacién y

conjugacion con acido glucurénico, principalmente en posicion 3 (Spencer e al., 1999;
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Williamson e al., 2005). El 20-40% de quercetina absorbida es metilada en la posicién 3’,
formandose isorramnetina (Day ez a/, 2001). La catecol-O-metil transferasa (COMT) es la
enzima que cataliza la transferencia de un grupo metilo de la s-adenosil-l-metionina a
polifenoles con una parte catecédlica, y aunque estd presente en numerosos tejidos, es sobre
todo activa en el higado y los rifiones. Tras la ingestion de alimentos ricos en quercetina,
como las cebollas, se encontraron en plasma otros metabolitos de quercetina como son
quercetina-3-O-glucurénido, 3’-O-metilquercetina-3-O-glucurénido  y  quercetina-3’-O-
sulfato mayoritariamente (Day e a/., 2001). Las sulfotransferasas catalizan la transferencia
de un grupo sulfato de la 3’-fosfoadenosin-5-fosfosulfato a un grupo hidroxilo en diversos
substratos, como los flavonoides, lo que ocurre en el higado (Piskula e al, 1998). Las
UDP-glucuronosiltransferasas, enzimas unidas a membrana en el reticulo endoplasmico de
numerosos tejidos, son las encargadas de catalizar la transferencia de un grupo glucurénico
desde el acido UDP-glucurénico a la mayoria de los constituyentes de la dieta, como los
flavonoides. Ademas de las transformaciones que se dan durante estos procesos, la
microflora intestinal también puede producir acidos fendlicos y aromaticos a partir de los
flavonoides. Asi, la degradacion de quercetina produce principalmente acido 3,4-
dihidroxifenil acético, acido 3-metoxi-4-hidroxifenil acético, acido 3 hidroxifenil acético y
quercetina 3’-O-sulfato (Aura ez al., 2002; Day e# al., 2001).

Todas estas transformaciones hacen que estos metabolitos presenten propiedades
fisicoquimicas (tamafio, polaridad y forma idnica) y actividades bioldgicas (propiedades
antioxidantes, efecto vasodilatador y actividad enzimatica) diferentes a las de quercetina,
siendo responsables de muchos de los efectos biolégicos de quercetina. Asi, isorramnetina,
principal metabolito metilado de quercetina a nivel plasmatico, presenta propiedades
antioxidantes actuando como captador de ROS al igual que quercetina (Ozgova et al.,
2003), propiedades vasodilatadoras actuando como vasodilatador directo tanto en vasos de
conductancia como en vasos de resistencia por un mecanismo endotelio independiente y
con una potencia mayor que quercetina (Pérez-Vizcaino ef al., 2002), y propiedades como
inhibidor enzimatico de diferentes enzimas generadoras de ROS como XO, COX y

NAD(@P)H oxidasa (Ferrandiz ez al., 1991; Chang e al., 1993; Lodi et al., 2006). En este
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ultimo caso, isorramnetina puede actuar como inhibidor directo de la enzima, presentando
una potencia mayor que la de apocinina, o bien inhibiendo la sobreexpresion de alguna de
las subunidades de la NAD(P)H oxidasa inducida por Ang II (Steffen e a/., 2008; Sanchez
et al., 2007). Todas estas propiedades hacen que la isorramnetina, al igual que quercetina,
prevenga la disfuncién endotelial y el aumento del estrés oxidativo (Sanchez ez al., 2007).
Un caracteristica de la biodisponibilidad de quercetina, que la diferencia de la mayoria
de los flavonoides, es que la eliminacién de sus metabolitos es muy lenta, con unas vidas
medias de entre 11-28 horas (Graefe ez al., 2001), lo que facilita su acumulacién en plasma y
tejidos tras dosis repetidas o un consumo frecuente de productos vegetales, que alarga la

duraciéon de sus efectos (Hollman ez al., 1999).

3.3. Efectos vasculares in vitro de quercetina.

Los efectos vasculares de varios flavonoides se han estudiado ampliamente en ensayos
in vitro. Sin embargo, hay que tener mucho cuidado a la hora de extrapolar el resultado de
estos estudios para explicar los efectos 7z wive, puesto que la biodisponibilidad de los
flavonoides no se conoce con exactitud. Como se comento anteriormente, una vez ingerida
y absorbida a nivel intestinal fundamentalmente, la quercetina se metaboliza intensamente,
primero en los enterocitos y después en el higado (Crespy e# al., 2002; Day e? al., 2001), por
lo que se cree que muchos de sus efectos 7 vivo podrian deberse a sus metabolitos
conjugados. Pero los estudios sobre los efectos de estos metabolitos son muy escasos vy,
hasta el momento, no se sabe qué efectos iz vitro del flavonoide “madre” pueden

corresponderse también con los de sus metabolitos.

3.3.a. Efecto directo sobre el tono del musculo liso y la proliferaciéon de fibras
musculares.

Tanto quercetina como otros flavonoides relacionados ejercen un efecto vasodilatador
directo, no mediado por endotelio, en arterias aisladas (Duarte ¢f a/, 1993a, b; Fitzpatrick ez

al. 1993). Este efecto vasodilatador se da en arterias contraidas con diferentes agentes
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vasoconstrictores, como NA, ET-1, TXA,, ésteres de forbol (activadores de PKC), y KCL
Los mecanismos moleculares involucrados podrian estar relacionados con diferentes
acciones sobre protein-kinasas como la kinasa de cadenas ligeras de miosina (MLCK) y
PKC. Es interesante resaltar que quercetina y sus metabolitos no conjugados son mas
potentes en arteria coronaria (Ibarra ez al, 2002) y en arterias de resistencia que en vasos de
conductancia, como la aorta (Pérez-Vizcaino ef al, 2002). Sin embargo, recientemente se ha
publicado que los metabolitos plasmaticos de quercetina (formas glucurénido y sulfato)
carecen de actividad vasodilatadora directa (Lodi e a/., 2009).

Distintos estudios han mostrado que quercetina (y otros polifenoles) inhibe la
proliferaciéon e hipertrofia de VSMC en cultivos celulares Asi, los efectos inhibidores de
quercetina sobre la sintesis de ADN en VSMC estimuladas con TNF-o parecen estar
relacionados con una menor actividad de ERK 1/2 (Moon e al, 2003), una kinasa
importante en la proliferacién y diferenciacion celulares. Sin embargo, en células de
musculo liso vascular estimuladas con Ang II, tanto quercetina como sus metabolitos
glucurono conjugados inhibieron la hipertrofia celular disminuyendo la via de la
SAPK/JNK (Yoshizumi ez al., 2002). Quetcetina bloquea el ciclo celular en la fase G,
como consecuencia de la regulacién a la baja de ciclinas y kinasas dependientes de ciclinas
(CDKS, cyclin-dependent kinases) y la regulacion al alza de la expresion del inhibidor de CDK
p21 en VSMC (Iijima e7 al., 2002). Ademas, quercetina estimula la apoptosis de las células
musculares lisas vasculares con fenotipo intimal, que predominan en el proceso de génesis

de la placa de ateroma (Pérez-Vizcaino ez al., 2006)

3.3.b. Efectos sobre el 6xido nitrico.

Se ha descrito un efecto vasodilatador dependiente de endotelio para numerosos
flavonoides, como delfinidina y crisina (Duarte ¢# a/, 2001b; Andriambeloson e al., 1999),
pero para otros, como quercetina, este efecto podria estar enmascarado por una
vasodilatacién directa, independiente de endotelio (Andriambeloson e al, 1998; Duarte ez
al., 1993b). La vasodilatacion dependiente de endotelio inducida por una mezcla de

polifenoles del vino y por delfinidina es inhibida por inhibidores de NOS, indicando que
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esta mediada por la via del NO-GMPc. Este efecto parece estar relacionado con una mayor
produccion de NO mas que con una proteccion del NO. Estos flavonoides aumentan los
niveles citosélicos de Ca®* (Andriambeloson ez a/, 1999, 1998), lo que activa la eNOS. Este
aumento de Ca’" en células endoteliales se inhibié con una mezcla de Cat y SOD, lo que
indica que esta relacionado con la generaciéon de O, inducida por los polifenoles (Duarte ez
al., 2004). Por el contrario, crisina provoca la activaciéon de la eNOS por una via
independiente de calcio y relacionada con la fosforilacién a través de la PKB (Villar ¢ a/,
2005).

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

Sin embargo, los flavonoides, paradéjicamente, también pueden captar NO (Van Acker
et al., 1995), o auto oxidarse en medios acuosos, produciendo O, lo que lleva también a la
inactivaciéon de NO (Lopez-Lopez ef al., 2004). Pero la velocidad de captacion de NO por
los flavonoides, entre ellos quercetina, es muy baja, menor incluso que la de hemoglobina,
que es un captador fisiolégico de NO. Esta capacidad pro-oxidante no se ha encontrado en
los metabolitos conjugados de quercetina, que si mantienen su eficacia antioxidante (Lodi e#
al., 2009).

El NO produce la vasodilatacion arterial activando la guanilato ciclasa (GC) en las
VSMC, aumentando asi su contenido en GMPc (Warner ef al, 1994). Este GMPc es
metabolizado por las fosfodiesterasas (PDEs, phosphodiesterases), por lo que las acciones del
NO vy la vasodilatacion dependiente de endotelio estan muy influenciadas por la actividad
de las estas enzimas. Asi, la inhibicién de PDEs, puede prevenir la disfuncién endotelial en
determinadas circunstancias (Vlachopoulos ¢ al, 2003). Muchos flavonoides se ha

demostrado que inhiben numerosas isoformas de PDEs (Picq ez /., 1989), por lo que la
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inhibicién de PDEs podtia ser otro mecanismo por el cual los flavonoides prevendrian la
disfuncién endotelial.

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

no tuvo efecto (Wallerath e a/., 2003; Nicholson ez al., 2008).

3.3.c. Efectos antioxidantes.

Los efectos beneficiosos de los flavonoides suelen atribuirse generalmente a su gran
capacidad antioxidante. Quercetina y otros flavonoides son potentes captadores de ROS,
como el O,, OH y H,0,, a concentraciones micromolares (Ozgova et al., 2003). También
se ha demostrado que los metabolitos glucurénidos de quercetina tienen propiedades
antioxidantes (Moon ez al, 2001). Pero aparte de estas propiedades como captadores de
ROS, los flavonoides son capaces de inhibir numerosas enzimas generadoras de ROS, lo
que puede ser aun mas importante. Entre estas se incluyen la XO (Chang e 4/, 1993), la
COX (Ferrandiz et al., 1991) y la NAD(P)H oxidasa de membrana en neutréfilos (Tauber e7
al., 1984) y en VSMC (Sanchez ez al, 2007; Lodi e al., 2006). También pueden estimular
otras con capacidad antioxidante, como Cat y SOD (Sudhees ez 4/, 1999). Al disminuir las
concentraciones celulares de O, a través de estos mecanismos, los flavonoides protegen el
NO y aumentan su actividad biolégica. Ademas, son potentes inhibidores de la oxidacion
de las LDL, un proceso clave en la patogénesis de la aterosclerosis. Las propiedades
hidrofilicas de los flavonoides facilitan su localizaciéon en la fase acuosa y protegen a los
lipidos, la vitamina E y las LDL del ataque inicial de radicales hidrofilicos. Ademas, los
flavonoides previenen la citotoxicidad de las LDL oxidadas.

Sin embargo, los flavonoides también pueden ser pro-oxidantes, como ya se comentd
en el apartado 3.2.b. Quercetina puede auto-oxidarse en soluciones acuosas y generar
radicales libres (Lopez-Lopez ef al, 2004), ademas de disminuir los niveles de tioles

intracelulares, como el glutation. Pero este efecto pro-oxidante puede ser paraddjicamente
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beneficioso, ya que podtia jugar un papel positivo en la disfunciéon endotelial, porque la
generacién de O, en las células endoteliales puede estimular la sefial del Ca®* y aumentar

asf la actividad eNOS vy la liberacion de EDHF (Duarte e al., 2004).

3.3.d. Efectos sobre el factor hiperpolarizante derivado de endotelio.

Los flavonoides pueden también producir vasodilataciéon dependiente de endotelio
estimulando la liberacion del EDHF. Asi, los polifenoles del vino tinto producen una
relajaciéon dependiente de endotelio e hiperpolarizacion en anillos de arteria coronaria
porcina en presencia de una combinaciéon de inhibidores de NOS y COX (Ndiaye e7 al.,
2003). Estos efectos se inhibieron con la combinacién de charibdotoxina mas apamina, y se
redujo con antioxidantes, analogos de SOD permeable a membranas, y DPI, el inhibidor de
enzimas con grupos flavin. Esto muestra que dichos polifenoles producen una relajacion
mediada por EDHF relacionada con mecanismos pro-oxidantes. La flavona crisina también
se ha sugerido que libera EDHF ademas de NO en lecho vascular mesentérico perfundido

(Villar ez al., 2004).

3.3.e. Efectos sobre ET-1.

Bajas concentraciones de polifenoles de vino tinto son suficientes para inhibir
poderosamente la liberacion de ET-1 y la transcripciéon de pre-pro-endotelina-1 en células
endoteliales adrticas bovinas. Pero ninguno de los compuestos aislados (como quercetina o
resveratrol) tuvo esa capacidad a esas concentraciones (Corder ez a/., 2001). Sin embargo, se
ha visto que resveratrol y quercetina son capaces, a concentraciones de 0,1-50 uM, de
inhibir la liberacion de ET-1 en células endoteliales umbilicales humanas cultivadas (Zhao ez
al., 1999; Nicholson ez al., 2008). Aunque no hay datos disponibles de los efectos 7z vivo de
flavonoides aislados sobre la produccién de ET-1, nuestro grupo de investigacion ha
demostrado recientemente que la administraciéon crénica de los polifenoles del vino tinto
disminuye los niveles plasmaticos de ET-1 en ratas con hipertension DOCA-sal (Jiménez e#

al., 2007). Bronzel et al. (2007), también ha demostrado recientemente que la administracion
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cronica de antocianidinas disminuye los niveles plasmaticos de ET-1 en pacientes con

sindrome metabdlico.

3.3.f. Efectos sobre la apoptosis y la proliferacion de células endoteliales.

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

In vitro, ejercen efectos que protegen de la apoptosis mediada por LDL oxidadas y H,O,
en células endoteliales de aorta bovina y fibroblastos (Vieira ez a/., 1998), lo que parece estar
relacionado con la homeostasis del calcio. También otro flavonoide del vino, delfinidina,
protege a las células endoteliales de la apoptosis ademas de aumentar la expresion de eNOS
a través de un mecanismo sensible a la inhibicion de MAPKSs (Martin ez al., 2003).

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

Hay pocos estudios sobre los efectos de los flavonoides en la proliferaciéon endotelial,
aunque en general se consideran inhibidores de este proceso. Tanto quercetina, resveratrol
como delfinidina han mostrado ser inhibidores de este proceso (Favotl ¢z al., 2003; Igura ez

al., 2001).

3.4. Efectos in vivoy ex vivo de quercetina.
3.4.a. Sobre la funcién endotelial en la hipertension.

La elevacion de la presion sanguinea es un factor importante y comun en las principales

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

Asi, el tratamiento crénico con quercetina (5 o 10 mg/Kg/dia) disminuyé la presion
arterial en todos los modelos de hipertensién ensayados, incluyendo SHR, ratas deficientes
en NO (tratadas cronicamente con L-NAME), ratas hipertensas DOCA-sal, ratas
hipertensas Dahl sensibles a la sal, y ratas hipertensas Goldblatt dos rifiones un clip
(Sanchez et al., 2006; Garcia-Saura ef al., 2005; Galisteo ez al., 2004; Aoi et al., 2004; Duarte et
al., 2002; Duarte et al, 2001b). Es interesante sefalar que estos importantes efectos
antihipertensivos son independientes del nivel de estrés oxidativo, el dafio renal, el NO y el
estado del sistema renina-angiotensina. También produjo una protecciéon en los érganos
diana de la hipertensiéon en estos animales, reduciendo los indices cardiacos y renales, la
proteinuria y el remodelado vascular asociado a la hipertension. Estos efectos preventivos
sobre cambios estructurales podrian deberse a la reduccién de la presion sanguinea y la
consiguiente disminucion del efecto tréfico de las fuerzas hemodinamicas, pero también
podrian deberse al efecto antiproliferativo directo de quercetina ya antes mencionado
(apartado 3.3.f.).

Estos modelos experimentales de hipertension y la hipertensiéon esencial humana se
asocian a una disminuida vasodilatacion dependiente de endotelio. En SHR, DOCA-sal y
ratas Goldblatt, el tratamiento crénico con quercetina mejor6 la funciéon vasodilatadora
endotelial, analizada mediante la respuesta relajante a la acetilcolina. También se
encontraron altos niveles de metabolitos de NO (nitritos y nitratos) en la orina de estos
animales tratados con quercetina. Todos estos modelos se asocian con un elevado estrés
oxidativo, tanto plasmatico como vascular y hepatico, medido a través de los niveles de
MDA plasmaticos y tisulares o isoprostano en orina. Quercetina también redujo estos
parametros (Garcia-Saura ez al., 2005; Galisteo ez al., 2004; Duarte ez al., 2002; Duarte et al.,
2001a). Asi, el conjunto de estos datos apunta hacia la menor inactivacién de NO por O,

explicada anteriormente (apartados 3.3.b. y 3.3.c.).
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Ademas, pueden darse cambios aparentes en la vasodilatacion dependiente de endotelio
como consecuencia de la reduccién en la liberacién de prostanoides vasoconstrictores
derivados de endotelio (Auch-Schweld e a/, 1990; Yang ez al., 2003). El tratamiento crénico
con quercetina no modificé la vasoconstriccion dependiente de endotelio en SHR (Duarte
et al., 2001b), pero si en ratas deficientes en NO y en ratas Goldblatt (Garcia-Saura e a/,
2005; Duarte et al, 2002). Pero es interesante sefialar que la produccién adrtica del
vasoconstrictor derivado de endotelio TXA, estaba aumentada en los tres modelos
respecto a sus controles normotensos, y quercetina redujo estos niveles aérticos de TXA,
en las ratas deficientes en NO y en las ratas Goldblatt, pero no, como la vasoconstriccion,
en las SHR (Garcia-Saura ef al, 2005; Duarte e al., 2002).

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

Recientemente se ha publicado que el consumo de una dieta suplementada con
quercetina (1,5 g/Kg de dieta) en SHR de 5 semanas de edad durante un petiodo de 5 a 11
semanas, no reduce la presion arterial ni las complicaciones organicas asociadas, entre ellas
la disfuncién endotelial. Por el contrario, la administracion mediante sonda gastroesofagica
de 10 mg/kg de quetcetina durante 4 dias consigui6é disminuir la presion arterial. Estos
datos indican que el modo de administracién es un determinante critico de los beneficios
cardiovasculares de quercetina, posiblemente relacionados con los niveles plasmaticos
alcanzados de quercetina y/o sus metabolitos (Catlstrom ef al., 2007).

Algunos estudios han analizado los efectos de alimentos ricos en flavonoides, como el
coco y los zumos de frutas sobre la hipertension esencial humana. En un estudio con 12
pacientes hipertensos a los que se les administr6 alternativamente durante 5 semanas un

zumo rico en flavonoides, y otro pobre en ellos, se vio que el primero redujo
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significativamente la presion sanguinea en estos sujetos (Reshef ¢z a4/, 2005). En otro
estudio se demostré que el chocolate negro, rico en flavonoides, redujo significativamente
la presion sanguinea y la resistencia a la insulina, y mejoré la vasodilatacién dependiente de
endotelio (determinada a través de la vasodilatacion inducida por flujo), comparado con el
chocolate blanco, pobre en flavonoides. Esto sugiere que los alimentos ricos en flavonoides
ejercen un efecto beneficioso sobre la presion arterial y la funcién endotelial en pacientes
hipertensos.

Edwards ez a/. (2007) han analizado los efectos sobre la presion arterial del consumo de
quercetina (730 mg/dia) durante cuatro semanas en individuos prehipertensos y con
hipertension en estadio 1. Encontraron que la quercetina reduce la presion arterial media de
forma significativa (aproximadamente 5 mmHg) sélo en individuos hipertensos. Estos
cambios en la presiéon sanguinea no parecen estar relacionados con modificaciones en

marcadores sistémicos de estrés oxidativo, desconociendo su mecanismo de accion.

3.4.b. Sobre la oxidacion de LDL y aterosclerosis.

Uno de los mecanismos ya mencionado (apartado 3.3.c.) responsable de la disfuncion
endotelial es el aumento de la oxidaciéon de las LDL. Los flavonoides, gracias a su accion
antioxidante, reducen la sensibilidad de los lipidos a la oxidaciéon. En hamster, los
polifenoles del vino y el mosto de uva redujeron las concentraciones plasmaticas de lipidos
(Vinson et al., 2001), lo que concuerda con estudios en humanos. El consumo de vino tinto
durante 2 semanas produjo una reduccion del 20% en la tendencia del plasma sanguineo a
sufrir peroxidacién en sujetos sanos (Fuhrman e a/., 1995). La ingestion a corto plazo de
mosto de uva mostré una reducciéon en la susceptibilidad de las LDL a oxidarse en
pacientes con enfermedad coronaria (Stein ef al., 1999). Sin embargo, en otros estudios en
humanos, la oxidacién de las LDL no se vio modificada por el consumo de flavonoides (de
Rijke e al., 1996), por lo que el efecto de los flavonoides sobre la oxidacion de las LDL
podria variar dependiendo de su estructura, la fuente y la dosis. Ademas de ésto,

numerosos flavonoides han demostrado prevenir el desarrollo de las lesiones
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ateroscleroticas en ratones deficientes en Apo E, sin afectar a los niveles LDL-colesterol o

HDL-colesterol (Hayek e al, 1997).

3.4.c. Sobre las enfermedades coronarias.

La patofisiologia de la enfermedad isquémica cardiaca y los sindromes coronarios
agudos implica multiples alteraciones tanto en la reactividad como en la estructura vascular
y en las interacciones entre la pared del vaso y los elementos sanguineos circulantes (Libby
2001). Los efectos antiaterogénicos y antihipertensivos descritos de los flavonoides
(apartados 3.4.a. y 3.4.b.) podrian prevenir el desarrollo de enfermedades coronarias, y sus
propiedades antiagregantes plaquetarias (Gryglewski ef a/, 1987), reductoras de la expresion
de MMP-2 y MMP-9 (Huang e7 al., 1999) y sus efectos vasodilatadores coronarios (Ibarra ez
al., 2002) podrian ser mecanismos protectores contra los accidentes coronarios agudos.

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

coronaria (Stein ez al., 1999).

3.4.d. Sobre el infarto cerebral.

La causa principal de infarto cerebral es la interrupcion del flujo sanguineo cerebral que
se da durante una obstruccién venosa o arterial (por un émbolo, como un fragmento de
placa de ateroma, o por una trombosis local), o durante un paro cardiaco. Los flavonoides
podrian usarse tanto tratamientos preventivos como agudos de estos sucesos (Simonyi e#
al., 2005), ya que, como se ha dicho, previenen la disfunciéon endotelial (apartado 3.3.b.)
responsable de la aterosclerosis y la trombosis, y disminuyen la presién arterial (apartado
3.4.a.) y el colesterol sanguineo (apartado 3.4.b.). Quercetina ha demostrado ser capaz de
eliminar los aniones O, liberados durante la reperfusion (el retorno del flujo sanguineo)
tras la isquemia cerebral en un modelo de oclusién de cuatro vasos en ratas (Dajas ¢f al,

2003). Consecuentemente, también disminuy6 significativamente el volumen infartado tras
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la ligadura de la arteria cerebral media en un modelo de oclusion permanente de la arteria
cerebral media en ratas. También se han investigado los efectos protectores de los
polifenoles del vino en un modelo de isquemia cerebral localizada en ratas. Asi, una semana
de tratamiento oral con un extracto de polifenoles de vino tinto antes de la induccién de la
isquemia, mostré que aunque estos no modificaron el metabolismo energético ni el estrés
oxidativo, si redujeron la excitotoxicidad inhibiendo la liberacién masiva de glutamato y
aspartato. También aumentaron el flujo sanguineo residual tanto durante la oclusién como
durante la rapida reperfusion. Ademas, pueden inducir un remodelado vascular, con un
aumento del didmetro interno de los vasos cerebrales. Y reducir el tamafio de la zona
cerebral infartada, lo que se relaciona con la inhibicién de la excitotoxicidad inducida por la
isquemia y con el aumento del flujo sanguineo cerebral (Curin ez al, 2005; Curin et al.,
2004). Todos estos datos sostienen la idea de los efectos protectores de los polifenoles en

general frente al infarto cerebral.
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Justificacion y objetivos del trabajo.

La disfuncién endotelial, caracterizada por una vasodilatacién dependiente del endotelio
deteriorada y un estado protrombdtico y proinflamatorio de las células endoteliales, es un
marcador temprano e independiente de mal prondstico en la mayorfa de las formas de la
enfermedad cardiovascular (Endemann y Schiffrin, 2004b), incluyendo la hipertension
esencial (Panza ef al, 1993a). La principal caracteristica fisiopatolégica de la disfuncién
endotelial es la disminuida actividad biolégica del NO derivado del endotelio debido a una
menor actividad eNOS y/o a una mayor metabolizacién por su interaccion con el O,
producido en la pared vascular por los sistemas enzimaticos generadores de ROS, tales

como la NAD(P)H oxidasa (Cai y Harrison, 2000).

La ET-1 es un potente péptido vasoconstrictor derivado del endotelio que juega un
importante papel en la fisiopatologia cardiovascular, de tal modo que la alteracion de sus
niveles esta asociada a muchas formas de enfermedad cardiovascular. Se ha observado un
aumento en los niveles de ET-1 en diversos modelos experimentales de hipertension, tales
como ratas DOCA-sal o infusién de Ang 11, asi como en ateroesclerosis o diabetes, donde
esta asociado a la disfuncién endotelial que se observa en estos modelos (Bousette y Giaid,
2003; Cernacek et al, 2003; Muller ez al, 2003a; Schiffrin, 2005). Diversos autores han
demostrado que la ET-1, a través de la activacion de sus receptores (ET,/ET}y), incrementa
la produccion vascular de ROS dando lugar a disfuncion endotelial (Wedgwood e 4/, 2001;
Li et al., 2003d; Loomis ef al., 2005).

Los mecanismos implicados en la produccién de O, inducida por Ang II estan bien
caracterizados. Asi, la producciéon de O, inducida por Ang II se puede dividir en dos fases,
una fase aguda en la que estan implicados la PKC, la tirosina kinasa c-Src, la trans-
activacion de receptores de factores de crecimiento y la translocacion hacia la membrana de

la subunidad p47 " (Li y Shah, 2003; Touyz ez a/., 2003), y una fase mantenida que implica

61



Justificacion y objetivos

un aumento en la regulaciéon de las subunidades de la NAD(P)H oxidasa (Laplante e7 al.,
20006), mediada por activacion de la PKC (Mollnau e al., 2002; Lassegue ¢f al., 2001). En
cambio, los mecanismos implicados en la produccién de O, inducida por ET-1 no estin
bien caracterizados. La ET-1 no induce un incremento agudo en la producciéon de ROS
(Laplante ez al., 2005) y en sus efectos a largo plazo estan implicadas la NAD(P)H oxidasa
(Wedgwood ez al., 2001; Li ez al., 2003d; Elmarakby e al., 2005), el desacoplamiento de la
eNOS (Loomis ef al., 2005) y la cadena respiratoria mitocondrial (Callera e# al., 2006; Touyz
et al., 2004) como fuentes generadoras de ROS. Como se comenté anteriormente (apartado
2.2..), la principal fuente generadora de ROS en las células vasculares es la NAD(P)H
oxidasa. Los mecanismos que unen a la ET-1 con esta enzima y la cascada de sefializacién
involucrada en la modulacién de la NAD(P)H oxidasa en el musculo liso vascular no estan

totalmente aclarados.

Uno de los principales sistemas efectores implicados en la via de sefializacion celular de
ET-1 es la relacion entre la proteina G acoplada a los receptores ET,/ETy y la tirosina
kinasa no dependiente de receptor, c-Src. Actualmente se han identificado al menos catorce
kinasas relacionadas con Src (Martin, 2001), de las cuales la 60KDa c-Src es la isoforma que
esta expresada de manera mas abundante en VSMC (Oda e7 al., 1999). Esta isoforma esta
implicada en procesos de contraccién, reorganizacion citoesquelética, proliferacion y
crecimiento celular. Ademas, c-Src es un regulador critico de la generacién de O, a través
del sistema NAD(P)H oxidasa inducida por Ang II, que contribuye a la amplificacion del
estrés oxidativo (Touyz e7 al., 2003; Seshiah ef al., 2002). Estudios previos han demostrado
que c-Strc es un efector de la via de sefalizaciéon de ET-1 en células no vasculares (Kodoma
et al., 2002; Kodoma et al., 2003; Mishra et al., 2005; Milan ef al., 2006; Kovacic ez al., 1998).
En cambio, existe una gran controversia en cuanto a su participaciéon en la via de
sefializaciéon de ET-1 en VSMC. De hecho, ET-1 aumenta la actividad de c-Stc, lo que
estimula la proliferacion de VSMC de aorta de rata (Schieffer ez 4/, 1997). Sin embargo,
ET-1 no produce un incremento rapido de la fosforilaciéon de c-Src en VSMC de arterias

mesentéricas de ratoén (Yogi ef al., 2007). Actualmente parece estar claramente establecido
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que c-Strc es un importante mediador de los efectos de Ang II a nivel vascular, sin embargo
no existen evidencias directas del papel de c-Src en la producciéon de O, inducida por ET-
1. Ademas, los posibles mecanismos implicados en la regulacién de la NAD(P)H oxidasa

por c-Src tras la activacién por ET-1 también son desconocidos.

Otro evento de sefializacion clave provocado por la activacion de receptores de ET-1 es
la cascada de las MAPKSs (Foschi ez al., 1997; Fei et al., 2000; Daou et al., 2004; Touyz et al.,
2004; Yogi et al., 2007). Las MAPKs son una familia de serina/treonina kinasas que se han
asociado clasicamente en VSMC con procesos de contraccion, migracion, diferenciacion,
adherencia, dep6sito de colageno, crecimiento y supervivencia celular (Pearson ez a/., 2001).
De las principales MAPKs, ERK1/2, p28™ y SAPK/JNK son las mejor caracterizadas
(Pearson et al., 2001). La activacion de MAPKs en VSMC parece ser dependiente de la
activacion de c-Src (Touyz ez al, 2001). No obstante, no existen evidencias del papel de c-

Src como regulador previo de la activacion de MAPKSs inducida por ET-1.

Los flavonoides abarcan un amplio grupo dentro de los compuestos polifendlicos,
encontrandose distribuidos extensamente en las plantas y presentandose en cantidades
variables en las verduras y la fruta que ingerimos como parte de nuestra dieta (Rice-Evans y
Packer, 1998). El consumo diario medio estimado del ser humano de flavonoides es de 20-
25 mg (flavonoles mas flavonas), del que quercetina representa alrededor de un 60-75%
(Hertog et al., 1993a). Los efectos protectores cardiovasculares de la quercetina se han
relacionado con una gama muy amplia de acciones bioldgicas, entre las que se incluyen la
antioxidante, antiagregante plaquetaria y vasodilatadora (Rice-Evans y Packer, 1998; Duarte
et al., 1993a). Ademas, varios estudios han encontrado que el tratamiento crénico con
quercetina reduce la presion arterial en modelos animales de hipertension, tales como la
rata SHR (Duarte ¢t al, 2001b), la rata deficiente en NO (tratada crénicamente con L-
NAME) (Duarte e al., 2002), la rata con hipertension DOCA-sal (Galisteo et al., 2004), la
rata hipertensa Dahl sensible a la sal (Aoi ef al., 2004) y la rata hipertensa Goldblatt 2R-1C

(Garcia-Saura ez al, 2005). Estos efectos antihipertensivos estaban asociados a una
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reduccion en los marcadores plasmaticos y urinarios de estrés oxidativo, a una reducciéon de
hipertrofia tanto cardiaca como renal y a la mejora de la funcién endotelial. Ademas,
recientemente se ha demostrado que quercetina previene la disfunciéon endotelial, la
produccién de O, y el aumento de expresion de la subunidad p47™™* inducida por Ang 11
en aorta de rata (Sanchez ef al, 2007). En el hombre, el consumo de frutas y verduras
mejora la funcién microvascular de individuos hipertensos de manera dosis dependiente.
Asi, se ha establecido que por cada aumento de una porcién en el consumo de frutas y
verduras, se mejora en aproximadamente un 6,2 % el flujo sanguineo en el antebrazo

inducido por la acetilcolina (McCall ¢ a/., 2009).

Dado al papel clave de ET-1 y del estrés oxidativo en la enfermedad cardiovascular, asi
como, los efectos protectores cardiovasculares de quercetina, los objetivos que se

establecieron para la realizacién de esta Tesis Doctoral fueron los siguientes:

El primer objetivo de este estudio sera investigar los efectos de quercetina y de su
principal metabolito plasmatico, isorramnetina, en forma de genina, sobre la disfuncion

endotelial inducida por ET-1 7z vitro, y su relacién con la produccion vascular de O,

El segundo objetivo de esta Tesis Doctoral es analizar los mecanismos implicados en
el aumento en la produccién vascular O, y la expresion de la subunidad p47°"* del sistema

NADPH oxidasa inducido por ET-1 iz vitro.
El tercer objetivo de esta Tesis Doctoral es analizar los efectos de quercetina y de

isorramnetina sobre la via de sefializacién inducida por ET-1 para aumentar la produccion

vascular O,, centrandonos en la posible participaciéon de PKC, c-Src y MAPKSs.
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Justification and aims.

Endothelial ~ dysfunction, characterized by impaired endothelium-dependent
vasodilation and a prothrombotic and proinflammatory state of endothelial cells, is an early
and independent predictor of poor prognosis in most forms of cardiovascular disease
(Endemann and Schiffrin, 2004b), including essential hypertension (Panza e al, 1993a).
The most characteristic pathophysiological feature of endothelial dysfunction is a
diminished bioactivity of endothelium-derived NO due to reduced endothelial NO
synthase (eNOS) activity and/or increased metabolism through its interaction with
superoxide anion (O,) produced in the vascular wall by free-radical-generating enzymes,
such as nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase (Cai and
Harrison, 2000).

Endothelin-1 (ET-1) is a potent endothelial-derived vasoconstrictor peptide playing a
crucial role in cardiovascular physiology and its alterations have been associated with most
forms of cardiovascular disease. Experimental models of hypertension such as
deoxicorticosterone acetate (DOCA)-salt or angiotensin II-infused rats, atherosclerosis and
diabetes display high levels of circulating ET-1 and are associated with endothelial
dysfunction (Bousette and Giaid, 2003; Cernacek ef al., 2003; Muller ef al., 2003a; Schiffrin,
2005). A significant body of evidence indicates that ET-1, through ETA/ETB receptor
activation, increases reactive oxygen species (ROS) production in the vasculature, leading in

endothelial dysfunction (Wedgwood e al., 2001; Li ez al., 2003d; Loomis ef al., 2005).

The mechanisms involved in angiotensin II-induced vascular O, production are well
characterized. ROS production by angiotensin II can be separated into an acute phase
involving protein kinase C (PKC), c-Src, growth factor receptors transactivation and
translocation of cytosolic p47phox to the membrane (Li and Shah, 2003; Touyz ez al.,

2003), and a sustained phase involving up-regulation of NADPH oxidase subunits
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(Laplante e# al., 2006) which also involves PKC activation (Mollnau ez a/., 2002; Lassegue ef
al, 2001). In contrast, the underlying mechanisms implicated in ET-1-induced O,
production are controversial. ET-1 does not produce acute increases in ROS (Laplante e7
al., 2005) and NADPH oxidase (Wedgwood ez al., 2001; Li et al., 2003d; Elmarakby ez al.,
2005), uncoupled eNOS (Loomis e# al, 2005) and the mitochondria (Callera ef al., 20006;
Touyz et al., 2004) have been reported as the sources of ROS in its long-term effects. As
mentioned above (paragraph 2.2.a.), the major source of intracellular ROS in vascular cells
is NADPH oxidase. Mechanisms linking ET-1 to the enzyme and upstream signalling
molecules modulating NADPH oxidase in VSMC have not been fully elucidated.

One of the main important effectors of cell signalling by ET-1 seems to be cross-talk
between G protein-coupled ETA/ETB receptors and the nonteceptor tyrosine kinase c-
Src. To date, at least 14 Src-related kinases have been identified (Martin, 2001), of which
the 60 kDa c-Src is the most abundantly expressed isoform in VSMC (Oda e al., 1999), and
seems to be involved in contraction, proliferation, growth and cytoskeletal reorganization.
In addition, c-Src, as a critical proximal regulator of NADPH oxidase-driven O,
generation, once activated by angiotensin II contributes to the amplification of oxidative
stress (Touyz e al., 2003; Seshiah ez al., 2002). Previous studies demonstrated that c-Src is
an effector of cell signaling by ET-1 in nonvascular cells (Kodama e7 /., 2002; 2003; Mishra
et al., 2005; Milan ez al., 2006; Kovacic et al., 1998) but the role of this tyrosine kinase in
VSMC is still controversial. In fact, ET-1 activates the tyrosine kinase activity of c-Src
increasing proliferation of rat aortic smooth muscle cells (Schieffer ez @/, 1997). However,
ET-1 did not rapidly increased c-Src phosphorylation in VSMC from mice mesenteric
arteries (Yogi ef al., 2007). Although it is now clearly established that c-Src is an important
mediator of angiotensin II effect, evidence for a direct role of c-Src in ET-1 induced
NADPH oxidase-driven O, production is still lacking. Moreover, mechanisms undetlying

c-Src regulation of NADPH oxidase after long-term ET-1 remain obscure.
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Another key signalling event evoked by ET-1 receptor activation consists of the
mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) cascade (Foschi ef al, 1997; Fei et al., 2000,
Daou et al, 2004; Touyz et al, 2004; Yogi et al, 2007). MAPKs are a family of
serine/threonine kinases which are classically associated with VSMC contraction,
migration, differentiation, adhesion, collagen deposition, cell growth and survival (Pearson
et al., 2001). Of the major MAPKSs, extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2), p38
MAPK, and stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinases (SAPK/JNK) are the
best characterized (Pearson ef al., 2001). The activation of MAPKSs has been reported to be
primarily dependent on the c-Src in VSMC (Touyz e# al., 2001; Ishida ez al., 1998), however,
there is not evidence of role c-Src like an upstream regulator of MAPKSs activation induced

by ET-1.

Flavonoids comprise a large group of polyphenolic compounds widely distributed in
plants and present in variable amounts in dietary vegetables and fruit (Rice-Evans y Packer,
1998). The estimated average human daily intake of flavonoids is 22—23 mg (flavonols plus
flavones), of which quercetin represents about 60-75% (Hertog et al, 1993a). The
protective effects of quercetin in cardiovascular diseases were associated with a very wide
range of biological actions of flavonoids, including antioxidant, antiaggregant and
vasodilator effects (Rice-Evans y Packer, 1998; Duarte ¢ al, 1993a). Moreover, several
studies have found that chronic quercetin lowered blood pressure in hypertensive animal
models such as the spontaneously hypertensive rat (SHR) (Duarte ¢ a/, 2001b), nitric oxide
(NO) deficient rats (chronically treated with L-NAME) (Duarte e al, 2002),
deoxycorticosterone-salt hypertensive rats (Galisteo e al, 2004), Dahl salt-sensitive
hypertensive rats (Aol et al, 2004) and two-kidney, oneclip Goldblatt hypertensive rats
(Garcia-Saura ef al, 2005). These effects were associated with a reduction in plasma and
urine markers of oxidative status, cardiac hypertrophy, renal damage and improved
endothelial function. Furthermore, we recently found that quercetin prevents endothelial
dysfunction, O, production, and overexpression of p47phox induced by angiotensin II in

rat aorta (Sanchez ez al, 2007). In humans, increased fruit and vegetable consumption
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improves microvascular function of subjects with hypertension in a dose-dependent
manner. Like this, it is know for each 1-portion increase in reported fruit and vegetable
consumption, there was a 6.2% improvement in forearm blood flow responses to intra-

arterial administration of acetylcholine (McCall ¢ a/., 2009).

Given the key role of ET-1 and oxidative stress in cardiovascular disease, as well as the
protective effects of the dietary flavonoid quercetin in cardiovascular diseases, the aims

established to carry out this Doctoral Thesis were:

The first aim of this study was to investigate the protective effects of the dietary
flavonoid quercetin and its methylated plasma metabolite, isorhamnetin, on ET-1-induced
endothelial dysfunction and also the involvement that ET-1 mediates vascular O,

production.

The second aim of this Doctoral Thesis was to analyze the mechanisms involved in

phox

increase vascular O, production and up-regulation of p47™* subunit induced by ET-1

vitro.
The third aim was to evaluate the effects of quercetin and isorhamnetin in the

signaling pathway induced by ET-1 to increase vascular O, production and up-regulation

of p47°"* subunit, focusing on possible involvement of PKC, c¢-Src and MAPKs.
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Material y métodos.

1.1. Animales de experimentacion.

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

Para la realizaciéon de los experimentos, las ratas fueron sacrificadas mediante la
administracién de una dosis letal de pentobatbital sédico (120 mg/Kg intraperitoneal). Tras
el sacrificio de los animales, 1a aorta toracica descendiente fue cuidadosamente extraida
desde el cayado adrtico hasta el diafragma y depositada en una placa Petri que contenia
solucién de Krebs (con una composicion en mM de: NaCl 118, KCl 4,75, NaHCO; 25,
MgSO, 1,2, CaCl, 2, KH,PO, 1,2 y glucosa 11). Seguidamente se eliminaron los restos de
tejido conjuntivo y adiposo adheridos a la aorta y ésta se dividié en segmentos de unos 3
mm de longitud. Estos anillos fueron incubados en solucién de Krebs durante 2 horas en
un incubador de células en ausencia o presencia de ET-1 (10 nM) y en presencia de
vehiculo, dimetil sulféxido (DMSO, 0,1%), quercetina (1 uM o 10 uM), isorramnetina (1
uM o 10 uM), el inhibidor de PKC, celeritrina (1 uM), el inhibidor selectivo de c-Src, PP2
(10 uM), su analogo inactivo, PP3 (10 uM), el inhibidor de ERK1/2, PD98059 (10 uM), el
inhibidor de p38™**, SB203580 (10 uM) o el inhibidor de SAPK/JNK, SP600125 (25 uM) .

En experimentos previos se comprob6 que ET-1 induce disfunciéon endotelial a partir
de las 2 horas de incubacion. Las concentraciones utilizadas de quercetina e isorramnetina
se encuentran dentro del rango de concentraciones plasmaticas encontradas en humanos
después de la ingestion de una dosis unica de quercetina administrada como compuesto
puro, extracto vegetal o en alimentos y bebidas. Todos los inhibidores fueron pre-
incubados durante 30 minutos antes de la adiciéon de ET-1 a los anillos. Una vez finalizada
la incubacién, los anillos adrticos fueron inmediatamente usados para la medida de la

producciéon de O, o para las pruebas de reactividad vascular, o congelados en nitrégeno
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liquido y almacenados a -80 °C para la expresion proteica por western blots o génica por
PCR, o incluidos en OCT “optimal cutting temperature” (Tissue-Teck® OCT compound,
Sakura) y después congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C  para
posteriormente llevar a cabo el analisis de la produccién in situ de O,

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las Normas Institucionales para el

trato ético de los animales.

1.2. Pruebas de reactividad vasculat.

Tras el periodo de incubacién descrito anteriormente, los anillos adrticos se montaron
en un sistema convencional de bafio de 6rganos. Para ello se introdujeron en el lumen de
dichos anillos dos alambres rigidos de acero inoxidable con forma de L, de 0,2 mm de
diametro, uno de los cuales se fij6 a la pared del bano y el otro, que podia desplazarse
paralelo al anterior hacia arriba y abajo, se conect a un transductor isométrico de fuerza-
desplazamiento (Letigraph 2000, Cibertec S.A., Madrid). Los bafos de 6rganos contenian 5
ml de la solucién de Krebs, mantenida a 37 °C y constantemente burbujeada con O, al 95%
y CO, al 5% (gas carbégeno) para mantener un pH comprendido entre 7,3 y 7,4. Los anillos
fueron sometidos a una tensiéon de 2 g y se dejaron estabilizar durante 60-90 minutos antes
de la adicién de los farmacos. Durante el periodo de estabilizacion la soluciéon de Krebs fue
cambiada cada 30 minutos y los anillos fueron retensionados segun las necesidades para
mantener la tension final estable de 2 g.

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

lumen.

Protocolos experimentales.
1.2.1. Para estudiar el posible efecto como promotora de disfunciéon endotelial de ET-1,
se evaluo la capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio inducida por acetilcolina.

Para ello, después del periodo de estabilizacion, las arterias fueron estimuladas con
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fenilefrina (1 pM o 0,1 uM para los anillos incubados con vehiculo o ET-1,
respectivamente, para obtener el mismo nivel de precontraccién). Una vez conseguida una
contracciéon estable y mantenida (aproximadamente 5 minutos) se realizé6 una curva
concentracién-respuesta de relajacion mediante la adicién acumulativa al bafio de

acetilcolina (1 nM — 100 uM).

1.2.2. Para estudiar los posibles efectos de los radicales libres, principalmente anién
superoxido generado por NAD(P)H oxidasa, en la disfuncién endotelial inducida por ET-1,
los anillos aérticos fueron incubados con superéxido dismutasa (SOD, 100 U/ml) o con el
inhibidor de NAD(P)H oxidasa, apocinina (100 uM) 30 minutos antes de la adicion al bafio
de fenilefrina para inducir la precontraccién, y posteriormente se llevé a cabo la curva

concentracién-respuesta de relajacion a acetilcolina como en 4.2.1.

1.2.3. Para evaluar la participacion del NO endotelial en la disfunciéon endotelial
inducida por ET-1, algunos anillos adrticos fueron incubados con el inhibidor de la eNOS,
N*-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 uM), o con el sustrato sintético de BH,
(cofactor de la eNOS), sepiapterin (100 uM) 30 minutos antes de la adicion al bafo de
fenilefrina para inducir la precontraccién, y posteriormente se llevé a cabo la curva

concentracion-respuesta de relajacion a acetilcolina como en 4.2.1.

1.2.4. Para estudiar la respuesta contractil a fenilefrina se realizaron curvas
concentracion-respuesta de contraccion a fenilefrina en anillos aérticos incubados durante
30 minutos con el inhibidor de la eNOS, L-NAME (100 uM), o con el inhibidor de
NAD(P)H oxidasa, apocinina (100 uM), o con el donador de BH, (cofactor de la eNOS),
sepiapterin (100 pM). Posteriormente la fenilefrina se fue adicionando de forma
acumulativa (1 nM — 10 uM). En estos experimentos las respuestas contractiles a fenilefrina
se expresaron como gramos de contracciéon de la respuesta inducida por fenilefrina entre

miligramos de tejido seco de los anillos adrticos.
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1.2.5. Para evaluar el posible papel de quercetina, isorramnetina o de la inhibiciéon de la
PKC en una mejora de la disfuncién endotelial inducida por ET-1, incubamos durante 2
horas, en las condiciones ya descritas, los anillos aérticos con el endotelio intacto mas ET-1
(10 nM), o ET-1 (10 nM) mas quercetina (1 uM o 10 uM), o ET-1 (10 nM) mas
isorramnetina (1 uM o 10 uM) o ET-1 (10 nM) mas celeritrina (1 uM), para posteriormente
montarlos en bafios de 6rganos como se ha descrito y llevar a cabo la correspondiente
curva concentracion-respuesta de contraccion a fenilefrina (1 nM — 10 uM) y curva

concentracion-respuesta de relajacion a acetilcolina (1 nM — 100 uM).

1.3. Deteccion in situ de 1la produccion vascular de O,

Utilizamos dihidroetidio (DHE) para localizar la produccion 7 sitn de O, en secciones
aorticas. El DHE entra en las células y es oxidado por el O, para formar etidio, que se une
al ADN para producir una fluorescencia brillante de color rojo.

Anillos aérticos (de 2 - 3 mm), previamente incubados como se menciona
anteriormente (apartado 1.1.), fueron incluidos en OCT, congelados a -80 °C y después
cortados en secciones de 10 um de espesor en un criostato (Microm international Modelo
HM500 OM). Las secciones fueron incubadas en camara himeda durante 30 minutos en
solucién tamponada de HEPES con una composiciéon en mM de: NaCl 130, KCI 5, MgCl,
1,2, glucosa 10 y HEPES 10, (pH 7,3 ajustado con NaOH) a 37 °C. Después las secciones
fueron de nuevo incubadas 30 minutos en oscuridad en solucién tamponada de HEPES
conteniendo DHE (10 uM). Luego las preparaciones fueron coincubadas con el marcador
nuclear dilactato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (0,3 uM) durante 5 minutos a 37 °C
aun en oscuridad, posteriormente fueron lavadas con 1 ml de solucién tamponada de
HEPES dos veces y selladas con cubreobjetos.

Algunas secciones de los anillos aérticos incubados en vehiculo (condiciones control),
fueron incubados durante 30 minutos con el captador de O, intracelular, Tiron (10 pM),

antes de la incubacién con DHE.
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Cuatro secciones de cada preparacion fueron examinadas en un microscopio de
fluorescencia (Leica DM IRB, Wetzlar, Alemania) usando un objetivo de 40x con los
siguientes pares de filtros de excitacién/emision: BP 340-380 nm/LP 425 nm de longitud
de onda para visualizar la fluorescencia azul del DAPI, BP 450-490 nm/LP 515 nm pata
visualizar la autofluorescencia verde de la elastina y BP 545/30 nm/ BP 610/75 nm pata
visualizar la fluorescencia roja del etidio. Las secciones fueron fotografiadas con una camara
digital a color Leica DC300F, y las imagenes se grabaron para posterior analisis. Las
condiciones de microscopio y camara fueron mantenidas constantes para todas las
preparaciones.

Las fluorescencias de etidio y DAPI fueron cuantificadas usando Image] (ver 1.32j,
NIH, http://rsb.info.nih/ij/). La produccién de O, fue calculada de la relaciéon entre la
fluorescencia de etidio/DAPI.

1.4. Medida de la producciéon vascular de O,".

La produccion de O, en anillos adrticos intactos se cuantific6 mediante
quimioluminiscencia con lucigenina, como se describié6 previamente por Ohara y cols
(1993). Para ello, anillos adrticos (de 2 - 3 mm) fueron incubados durante 2 horas a 37 °C
en una solucion salina fisiolégica (pH 7,4) de la siguiente composiciéon (en mM): NaCl 119,
HEPES 20, KCI 4,6, MgSO, 1, Na,HPO, 0,15, KH,PO, 0,4, NaHCO; 1, CaCl, 1,2 y
glucosa 5,5. Las incubaciones fueron realizadas en presencia de ET-1 (10 nM) o vehiculo.
Algunos anillos fueron co-incubados durante 2 horas con quercetina (1 pM o 10 uM) o su
principal metabolito metilado, isorramnetina (1 uM o 10 uM). En otro grupo de
experimentos, para evaluar la especificidad del ensayo, los anillos fueron co-incubados
durante los ultimos 30 minutos de la incubacién con ET-1 o vehiculo con SOD (100U/ml)
o con el inhibidor de flavin proteinas, DPI (10 uM).

Los anillos fueron posteriormente colocados para la medida en tubos que contenian
solucién salina fisiolégica, tal y como se incubaron, y la lucigenina fue inyectada

automaticamente a una concentraciéon final de 5 uM. La producciéon adrtica de O, fue
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estimulada mediante la adicion de NADPH (100 uM). Los cambios en la liberaciéon de O,
se determinaron midiendo la quimioluminiscencia de la lucigenina mediante un
luminémetro (Lumat LB 9507, Berthold, Alemania) durante 200 segundos en intervalos de
5 segundos. Luego los anillos fueron desecados y se determind su peso seco. La produccion
de O, se expres6 como porcentaje de wunidades relativas de luminiscencia

(RLU)/minuto/mg de tejido seco respecto a las condiciones control.

Para caracterizar la participacion de la eNOS “desacoplada” en la producciéon vascular
de O, inducida por ET-1, se cuantific6, mediante quimioluminiscencia con lucigenina, la
produccioén de O, en anillos adrticos intactos estimulada mediante la adicién del ionéforo
de calcio, A23187 (10 uM). Para ello, anillos aérticos con el endotelio intacto fueron
incubados durante 2 horas a 37 °C en solucién salina fisiologica (pH 7,4). Las incubaciones
se realizaron en presencia de vehiculo, ET-1 (10 nM), ET-1 mas L-NAME (100 uM), ET-1
mas apocinina (300 uM), ET-1 mas sepiapterin (100 uM), ET-1 mas quercetina (10 uM), o
ET-1 mas isorramnetina (10 uM). Ademas, el endotelio de algunos anillos adrticos fue
eliminado mecanicamente y posteriormente fueron incubados durante 2 horas con ET-1
(10 nM). Posteriormente, los anillos fueron colocados para la medida en tubos que
contenfan solucién salina fisiologica y la lucigenina fue inyectada automaticamente a una
concentracion final de 5 uM. En este caso, la producciéon adrtica de O, fue estimulada
mediante la adicién del ionésforo de calcio, A23187 (10 uM). Los cambios en la liberacion
de O, se determinaron midiendo la luminiscencia de la lucigenina mediante un

luminometro.

Para analizar la participacién de la PKC en la produccion vascular de O, inducida por
ET-1, algunos anillos aérticos fueron preincubados durante 30 minutos con el inhibidor de
la PKC, celeritrina (1 uM) antes de la incubaciéon con ET-1 (10 nM) durante 2 horas.
Ademas, para analizar el efecto de los flavonoides en la producciéon vascular de O, mediada
por activacion de PKC, algunos anillos aérticos fueron incubados con el éster de forbol, 12-

miristato 13-acetato forbol (PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate) (1uM), durante 30 minutos
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en presencia o ausencia de quercetina (10 uM), isorramnetina (10 uM) o celeritrina (1 uM),
antes de la inyeccién de lucigenina. La produccién de O, fue medida en presencia de

NADPH (100 uM).

1.5. Expresion vascular mediante RT-PCR y Western Blot.

1.5.1. Para analizar la expresién génica de p47°", p22°"* y c-Src mediante el andlisis por
transcriptasa inversa-reaccion de la polimerasa en cadena (RT-PCR, reverse transcriptase-
polymerase chain reaction), el RNA total fue extraido mediante homogenizacién de los anillos
adrticos y posteriormente convertido en DNA complementario (cDNA, complementary
DNA) por métodos estandar. La reaccion de la polimerasa en cadena fue realizada con un
termociclador (Techne, Cambridge, U.K.). La desnaturalizacion inicial fue realizada a 95 °C
durante 3 minutos, seguida por 25-32 ciclos de amplificacion. Cada ciclo de amplificacion
consta de una fase de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, una fase de unién del
cebador a la cadena de cDNA a 60 °C para el cebador de p47™" o 55 °C para el cebador de
p22P"* o 58 °C para el cebador de c-Src durante 45 segundos, y una fase amplificacién del
gen a 72 °C durante 1 minuto. Al finalizar los ciclos de amplificacién, la temperatura es
mantenida a 72 °C durante 10 minutos para permitir la hibridacion de los productos
amplificados. Finalmente, los productos amplificados por la RT-PCR fueron separados a
través de un gel de agarosa al 1,5%, y las bandas fueron visualizadas con bromuro de etidio
y cuantificadas mediante analisis densitométrico de las imagenes escaneadas usando el

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

La secuencia de los cebadores para p47°", p22°" y c-Src fueron seleccionadas de
acuerdo con las secuencias publicadas en Gen-Bank y son las siguientes: p47°" (191 pares
de  bases) sense, 5-CCCAGCGACAGATTAGAAGC-3" 'y antisense, 5'-
TGGATTGTCCTTTGAGTCAGG-3"; p22”™™™ (220 pares de bases) sense, 5'-
GCGGTGTGGACAGAAGTACC-3" y antisense, 5-CTTGGGTTTAGGCTCAATGG-
37; c-Src (163 pares de bases) sense, 5-CATCCCAGCCAACTATGTCC-3" y antisense, 5-
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CAGGGTAGTTGGTGCTTTCC-3". GADPH fue utilizado como control interno para la
coamplificacion. Las sefiales fueron expresadas en relacion a la densidad de banda para

GADPH de cada muestra.

1.5.2. Para analizar la expresién proteica de p47™* y p22P" mediante el anilisis por
western blot, los anillos adrticos de los diferentes grupos, conservados a -80 °C, fueron
homogeneizados en frio mediante un potter de cristal. Para la determinaciéon de la
subunidad p22°"* de la enzima NAD(P)H oxidasa, la composicién del tampén de
homogeneizacién utilizado (pH 7.5) fue: HEPES 20 mM, EDTA 2 mM, MgCl, 2,5 mM, B-
glicerolfosfato 40 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM, Na,;VO, 2 mM, fluoruro de fenil-metil-
sulfonilo (PMSF) 1 mM, aprotinina 20 ng/ml y leupeptina 20 pg/ml. Para la determinacién
de la subunidad p47™> de la enzima NAD(P)H oxidasa, la composiciéon del tampén de
homogeneizacién (pH 8) fue: HEPES 10 mM, KCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
DTT 1 mM, aprotinina 40 pg/ml, leupeptina 4 pg/ml, N-a-para-tosil-L-lisina
clorometilamina 4 pg/ml, NaF 5 mM, Na,MoO, 10 mM, Na,VO, 1 mM, PMSF 0,5 mM,
acido okadaico 10 nM e igepal al 1%. La expresion proteica de p47°*™ y p22°" fue medida
en el sobrenadante de sus homogenados aérticos tras 30 minutos de centrifugacién a 13000
r.p.m. a4 °C.

Los western blots se llevaron a cabo con 30 ug de protefna para p22™> y 50 g de
protefna para p47°"”. La cantidad de protefna por muestra se determiné mediante la técnica
de Bradford (1976). Las proteinas fueron entonces suspendidas en tampén de carga y
desnaturalizadas mediante calor durante 5 minutos a 95 °C.

La electroforesis se llevé a cabo en un gel de dodecilsulfato sédico (SDS, Sodium Dodecy!
Sulfate)-poliactilamida, al 15% para p22°" y 12% para 477", y se realizé en un sistema
minigel (Bio-Raid Laboratorios, Hercules, California, EE.UU.). Después, las proteinas se
transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y se incubaron con
tampo6n de bloqueo (tampoén Tris salino tamponado al 0.1% de Tween 20 (TBS-T) con
leche desnatada en polvo al 5%) durante 2 horas. Luego las membranas fueron lavadas

durante 15 minutos con TBS-T, cambiando la solucién cada 5 minutos. Posteriormente,
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fueron incubadas con anticuerpos primarios policlonales de cabra anti-p22"™ (dilucién
1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, EE.UU.), o de conejo anti-
p477"* (dilucién 1:1000, Upstate Cell Signaling ) toda una noche a 4 °C. Las membranas se
lavaron de nuevo durante 15 minutos con TBS-T cambiando cada 5 minutos la solucién, y
se incubaron con anticuerpo secundario caprino anti-cabra conjugado con peroxidasa
(1:2000, Santa Cruz Biotechnolgy) para determinar p22”™>, y con anticuerpo secundatio
caprino anti-conejo conjugado con peroxidasa (1:2000, Sigma-Aldrich) para p47°**, diluidos
todos ellos en TBS-T al 5% de leche en polvo desnatada. Todas estas incubaciones se
llevaron a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas. Tras lavar de nuevo las membranas
de la forma arriba descrita, la uniéon del anticuerpo a la proteina se detecté mediante su
incubaciéon durante un minuto con un sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech,
Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) y una pelicula auto radiografica para ver la
quimioluminiscencia. Las peliculas se escanearon y se realiz6 en estas imagenes un analisis
densitométrico usando el software Scion Image-Release Beta 4.02. (http://

www.scioncorp.com). Las membranas fueron recicladas para determinar la expresion de la

a-actina de cada muestra. Se calcul la relacion entre la intensidad de banda para p22°"™ o
p47°"* y su correspondiente a-actina de cada muestra. Los resultados fueron expresados

como el porcentaje de dicha relaciéon de cada grupo con respecto al grupo control.

1.5.3. Para evaluar la participaciéon de la tirosina kinasa Src en la via de senalizacién
implicada en el aumento de la produccion vascular de O, inducida por ET-1, determinamos
la expresion proteica de fosfo-cortactin, fosfo-Src y Src. Cortactin es el sustrato de Stc y es
fosforilado cuando Stc es activa, por lo que su grado de fosforilacién nos puede indicar la
actividad de Src. Igualmente, Src requiere estar fosforilada para ser activa, por lo que su
grado de fosforilaciéon en relaciéon con la cantidad de Src total nos puede indicar la
activaciéon de Src. Para analizar la expresion proteica de fosfo-cortactin, fosfo-Src y Src
mediante el analisis por western blot, los anillos adrticos de los diferentes grupos,
conservados a -80 °C, fueron homogeneizados en frio mediante un potter de cristal. La

composicion del tampén de homogeneizacion utilizado (pH 7.4) fue: Tris-HCI 100 mM,
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NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Na,P,0, 20 mM, NaF 1 mM, Na,VO, 2 mM,
SDS 0,1%, deoxicolato sédico 0,5%, Triton X-100 1%, glicerol 10%, PMSF 1 mM,
aprotinina 60 ng/ml, leupeptina 10 pg/ml y pepstatina 1 ng/ml. La expresion proteica de
fosfo-cortactin, fosfo-Src y Src fue medida en el sobrenadante de sus homogenados
adrticos tras 30 minutos de centrifugacion a 13000 r.p.m. a 4 °C.

Los western blots se llevaron a cabo con 30 pg de proteina. La electroforesis se llevé a
cabo en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%. Se siguieron los mismos pasos segun el
método descrito anteriormente (apartado 4.5.2.). Las membranas fueron incubadas con
anticuerpos primarios policlonales de conejo anti-fosfo-Src (Tyr416) (dilucion 1:1000, Cell
Signaling Technology), o anti-fosfo-cortactin (pY4606) (dilucion 1:1000, Biosource), o con
el anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-Src (dilucién 1:1000, Biosource), toda una
noche a 4 °C. Posteriormente, se incubaron con anticuerpo secundario caprino anti-conejo
conjugado con peroxidasa (1:2000, Sigma-Aldrich) para determinar fosfo-cortactin o fosfo-
Stc, y con anticuerpo secundario caprino anti-ratéon conjugado con peroxidasa (1:2000,
Sigma-Aldrich) para Src. ILa deteccion y la medida de las bandas se realizo de manera
similar a la descrita en el apartado anterior (apartado 4.5.2.). Las membranas fueron
recicladas para determinar la expresion de la a-actina de cada muestra. Se calcul6 la relacion
entre la intensidad de banda para fosfo-cortactin y su correspondiente a-actina de cada
muestra y la relacion entre la intensidad de banda para fosfo-Src y su correspondiente Src
de cada muestra. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de dicha relacion de

cada grupo con respecto al grupo control.

1.5.4. Para evaluar la participacion de las principales MAPKSs en la via de sefializacion
implicada en el aumento de la produccién vascular de O, inducida por ET-1, determinamos
la expresion proteica de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2; asi como, la expresion proteica de la
subunidad p47™™* en anillos aérticos incubados con ET-1 (10nM) en presencia o ausencia
del inhibidor de ERK1/2, PD98059 (10 uM) pre-incubado 30 minutos antes de la adicién
de ET-1. Para analizar la expresién proteica de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 mediante el

analisis por western blot, los anillos adrticos de los diferentes grupos, conservados a -80 °C,
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fueron homogeneizados en frio mediante un potter de cristal. La composicién del tampon
de homogeneizaciéon utilizado (pH 7.5) fue: HEPES 20 mM, EGTA 10 mM, B-glicerol
fosfato 40 mM, MgCl, 2,5 mM, DTT 1 mM, aprotinina 40 pg/ml, leupeptina 4 pg/ml,
iodometamida 1 mM, Na;VO, 2 mM, PMSF 0,5 mM e igepal al 1%. La expresion proteica
de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 fue medida en el sobrenadante de sus homogenados aétticos
tras 30 minutos de centrifugacién a 13000 r.p.m. a 4 °C.

Los western blots se llevaron a cabo con 25 pg de proteina. La electroforesis se realizo
en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%. Se siguieron los mismos pasos segun el método
descrito anteriormente (apartado 4.5.2.). Las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo primario policlonal de conejo ERK1/2 (dilucién 1:1000, Cell Signaling
Technology), o con el anticuerpo primario monoclonal de raton fosfo-ERK1/2 (dilucién
1:1000, Sigma-Aldrich), toda una noche a 4 °C. Posteriormente, se incubaron con
anticuerpo secundario caprino anti-conejo conjugado con peroxidasa (1:2000, Sigma-
Aldrich) para determinar ERK1/2, y con anticuerpo secundatio caprino anti-ratén
conjugado con peroxidasa (1:2000, Sigma-Aldrich) para determinar fosfo-ERK1/2. De
nuevo, la deteccion y la medida de las bandas se realizo de manera similar a la descrita en el
apartado anterior (apartado 4.5.2.). Las membranas fueron recicladas para determinar la
expresion de la a-actina de cada muestra. Se calcul6 la relacion entre la intensidad de banda
para p47°"> y su correspondiente a-actina de cada muestra y la relacién entre la intensidad
de banda para fosfo-ERK1/2 y su cortespondiente ERK1/2 de cada muestra. Los
resultados fueron expresados como el porcentaje de dicha relaciéon de cada grupo con

respecto al grupo control.

-83-



Material y métodos

1.6. Determinacion de la actividad PKC vascular.

Para determinar la actividad PKC vascular, los anillos aérticos fueron incubados durante
30 minutos con vehiculo, ET-1 (10 nM) o PMA (1 uM) en presencia o ausencia de
quercetina (10 uM), isorramnetina (10 uM) o celeritrina (1 uM). Después, los anillos fueron
homogenizados en frio mediante un potter de cristal y posteriormente sonicados tres veces
durante 10 segundos y centrifugados a 2000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C. La actividad
PKC fue medida en el sobrenadante de los homogenados aérticos mediante un ensayo
colorimétrico por un kit de ELISA suministrado por Calbiochem®. Para la medida de la
actividad PKC se utilizaron 6 pg de proteina de cada muestra, que fueron mezclados e
incubados a 25 °C durante 5 minutos con el tampoén de reacciéon dado por el kit y cuya
composicion es (en mM): Tris-HCl 25, pH 7.0, MgCl, 0,3, ATP 0,2, CaCl, 2, y
fosfatidilserina 50 pg/ml. Para realizar el control negativo, el CaCl, no fue adicionado al
tampon de reaccién, y la fosfatidilserina fue reemplazada por EGTA 20 mM. A
continuacion, las muestras fueron transferidas a una placa de 96 pocillos, cada uno de los
cuales poseia el pseudosustrato de la reaccion, dada por el kit y se incuban a 25 °C durante
20 minutos. LLa PKC presente en las muestras catalizara la fosforilacion del sustrato en
restos de serina. Posteriormente se para la reaccién, se lava la placa con tampén de lavado y
se adiciona un anticuerpo marcado con biotina que, al unirse al sustrato fosforilado por la
PKC presente en las muestras, quedara fijado a la placa. Luego se lava la placa con tampoén
de lavado y se adiciona un anticuerpo secundario unido a peroxidasa, especifico para el
anticuerpo primario, que se incuba a 25 °C durante 1 hora. Finalmente, se lava la placa, se
adiciona un tampén que contiene orto-fenilenediamina mas peréxido de hidrégeno y se
deja incubar a 25 °C durante 10 minutos. La lectura de la placa se realiza a una longitud de
onda de 492 nm.

Los resultados son expresados como porcentaje de la densidad optica obtenida respecto

a los valores obtenidos para los anillos control.
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1.7. Reactivos.

Todos los productos y reactivos fueron obtenidos de Sigma-aldrich chemie, Steinheim,
Alemania, excepto DAPI, PP3 y los inhibidores de MAPKs (PD98059, SB 203580 vy
SP600125) de Calbiochem, Darmstadt, Alemania; PP2 de Biomol International, Madrid,
Espana; isorramnetina de Extrasynthese, Genay, Francia; el anticuerpo primario policlonal
de cabra anti—pZth‘“ de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, EE.UU.; el
anticuerpo primario policlonal de conejo anti-p47°™* de Upstate Cell Signaling, Nueva
York, EE.UU.; el anticuerpo primario policlonal de conejo fosfoespecifico para cortactin
(pY4606) y el anticuerpo primario monoclonal de ratén para Src de BioSource Europa,
Nivelles, Bélgica; el anticuerpo primario policlonal de conejo fosfoespecifico para fosfo-Src
(Tyr416) y el anticuerpo primario policlonal de conejo ERK1/2 de Cell Signaling
Technology, Danvers, EE.UU.

Quercetina, isorramnetina, PMA, celeritrina, PP2, PP3 y los inhibidores de MAPKSs
fueron inicialmente disueltos en DMSO vy todos los demas farmacos y posteriores

diluciones en agua destilada.

1.8. Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media aritmética el error estandar de la media
(SEM, standard error of mean), y n refleja el nimero de animales. Diferencias significativas
entre grupos fueron calculadas mediante el test de la t de Students para observaciones
desapareadas, o para multiples comparaciones mediante test de ANOVA seguido de un test

de Newman Keuls. P < 0,05 fue considerada estadisticamente significativa.

Las curvas concentracién-respuesta fueron ajustadas a la ecuaciéon: E=E,_ /(1 + 107"
(frmacolpb) " donde B, es el efecto maximo, k es un factor que representa la pendiente de la
curva y pD, es la concentracion del farmaco que exhibe el 50% del E, . expresado como

logaritmo molar negativo.

-85 -



Resultados.




Resultados

Resultados.
1. Efecto de quercetina e isorramnetina sobre la disfuncién

endotelial inducida por endotelina-1 in vitro.

1.1. Disfuncién endotelial.

La incubacién de los anillos adrticos en solucion de Krebs durante 2 horas en ausencia
de ET-1 no produce cambios significativos en la respuesta vasodilatadora a Ach ni en la
respuesta contractil a Phe. En cambio, la incubacién de los anillos adrticos con ET-1
durante 2 horas induce el desarrollo de disfuncion endotelial, como indica la reducciéon en
la respuesta vasodilatadora a Ach (Fig. 11 A) y el incremento en la respuesta contractil a

Phe (Fig. 11 B) (Tabla 1).
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Figura 11. Efectos de endotelina-1 (ET-1) sobre la funcion vascular. Anillos adrticos con endotelio de ratas
Wistar fueron incubados durante 2 horas en presencia o ansencia de ET-1 (10 nM). (A) Curva concentracion-
respuesta relajante a acetileolina (Ach) en anillos adrticos precontraidos con fenilefrina (Phe). (B) Curva
concentracion-respuesta contrdctil a Phe. Los resultados se expresaron como la media aritmética £ el error estandar
de la media (SEM), n=8. * P< 0,05 vs anillos control, ** P<0,01 vs anillos control.
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Tabla 1. Respuestas contrictiles a fenilefrina y valores de —logDEso y E s para relajaciones inducidas por
acetileolina (Ach) en anillos adrticos incubados con E'T-1 (10 nM) durante 2 horas calenlados a partir de los datos

de la Figura 1.

Muestra Contraccion a Phe Relajacion a Ach
(mg) Emax. (%) -log DE;,
Control 1963,2 + 85,5 80,9 £ 3,0 7,61+0,09
ET-1 21239 £ 1484 454 + 43 * 7,3310,12

Los valores son las medias + error estindar medio. * p < 0,05 vs. anillos adrticos control .

La co-incubacién de los anillos con los flavonoides quercetina e isorramnetina (1 uM y
10uM) durante 2 horas previene la disfuncién endotelial inducida por ET-1, como se

demuestra al aumentar la respuesta vasodilatadora a Ach (Fig. 12 A y B, respectivamente) y

al disminuir la respuesta contractil a Phe (Fig. 12 C) (Tabla 2).

-90 -




Resultados

A
0 1 *
c
i)
Q
.E *%
1]
< 50 7
&
X O Control
® ET1 #Hit
B ET-1+Quer (1 uM) ## ##
A ET-1+Quer (10 pM)
100 _9' -8I _7' _6' _5' _4'
log [Ach] (M)
B
0 — *
c
0
(%}
.% **
E 50 7
O Control
X ® ET-1
O ET-1+Iso (1 pM) =
AETA+Iso (10uM)  ## . 4
100 T T T T j '
9 -8 -7 -6 -5 -4
log [Ach] (M)
C
° _ O Control
T 47 eETH
'g‘ A ET-1+Quer (10 pM) - *
A ET-1+Iso (10 pM)
g 3 %
@ #
s 27 #
8
0 - ! ’

-9 -8 -'II -6 -5
log [Phe] (M)

Figura 12. Efectos de quercetina (Quer) ¢ isorramnetina (Iso) sobre la disfuncion endotelial inducida por
endotelina-1 (E'T-1). Anillos adrticos con endotelio de ratas Wistar fueron incubados durante 2 horas con vebiculo
DMSO al 0,1% o quercetina (1 uM o 10 uM) o isorramnetina (1 uM o 10 uM) en presencia o en aunsencia de
ET-1 (10 uM). (A y B) Curva de relajacion concentracion-respuesta a acetileolina (Ach) en anillos adrticos
precontratdos con fenilefrina (Phe). (C) Curva de contraccion concentracion-respuesta a Phe. Los resultados se
expresaron como la media aritmética T SEM, n=5-9. * P< 0,05 vs anillos control, ** P<0,07 vs anillos control,

* P<0,05 vs ET-1 sola y ™ P<0,01 vs ET-1 sola.
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Tabla 2. Respuestas contrictiles a fenilefrina y valores de —log DEso y E e para relajaciones inducidas por
acetilcolina en aniflos adrticos incubados con quercetina (1 uM o 10 uM) o isorramnetina (1 uM o 10 ubM) en
presencia o en ansencia de ET-1 (10 nM) durante 2 horas calenlados a partir de los datos de la Figura 2.

Contraccion a Phe

Relajacion a Ach

Muestra (mg) Emax. (%)  -log DE,,
Control 27745 + 3322 771+ 47 7,010,09
ET-1 2859,6 + 387,8 443+ 89 * 6,72%0,12
ET-1+Quer 1 pM 23553 + 168,7 68,9 + 5,0 # 7,03%0,10
ET-1+Quer 10 uM 22233 + 230,7 73,1+ 89 # 7,04+0,12
ET-1+Iso 1 pM 2362,1 +170,8 62,7 + 4.2 # 7,1420,08
ET-1+Iso 10 uM 22952 + 2549 80,5+ 7,8 # 7,09+0,11

Los valores son las medias + error estindar medio. * p < 0,01 vs. anillos adrticos control, # p < 0,01 vs.

anillos adrticos incubados con ET-1 .

La reduccién en la respuesta vasodilatadora a Ach inducida por ET-1 es mejorada por

SOD (Fig. 13 A) y totalmente restaurada por apocinina, un inhibidor de la NADPH

oxidasa (Fig. 13 B). Apocinina también reduce el incremento en la respuesta contractil a

Phe inducido por ET-1 (Fig. 13 C). En cambio, sepiapterin, sustrato sintético de la

tetrahidrobiopterina (BH,), disminuye la respuesta contractil a Phe (Fig. 13 C), pero no

mejora de forma significativa la respuesta vasodilatadora a Ach inducida por ET-1 (Fig. 13

B). En presencia de L-NAME, inhibidor de la eNOS, la respuesta vasodilatadora a Ach es

suprimida tanto en condiciones control (datos no mostrados) como en presencia de ET-1

(Fig. 13 B), mientras que la respuesta contractil a Phe se vio aumentada (Fig. 13 C).
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Figura 13. Participacion de los
(ET-1). Anillos adrticos con endotelio de ratas Wistar fueron incubados durante 2 horas en presencia o en ansencia
de E'T-1 (10 nM). Antes de la adicion de fenilefrina (Phe), algunos anillos se incubaron con superdxido dismntasa
(SOD, 100 U/ml), apocinina (Apo, 100 uM), N@-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 uM) o
sepiapterin (Sep, 100 uM) durante
relajante a acetilcolina (Ach) en anillos adrticos precontraidos con Phe. (C) Curva concentracion-respuesta contrdctil a
Phe. Los resultados se excpresaron como la media aritmética = SEM, n=5-9. * P< 0,05 vs anillos control, **

P<0,01 vs anillos control, # P<0,05 vs ET-1 sola y A P<0,01 vs ET-1 sola.
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radicales superdxido (Oz) en la disfuncion endotelial inducida por endotelina-1

30 minutos en el bario de drganos. (A y B) Curva concentracion-respuesta
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Por otro lado, determinamos si el estitamiento de los anillos aérticos en el bafio de
organos puede modificar los efectos de la ET-1 en la disfuncién endotelial, para ello, en
otro grupo de experimentos, los anillos fueron montados en los bafios de 6rganos donde
posteriormente fueron incubados en presencia o ausencia de ET-1 durante 2 horas. Pasado
el tiempo de incubacién, la ET-1 fue eliminada del medio. Bajo estas condiciones
experimentales mas fisiologicas, se estudio la respuesta vasodilatadora a Ach en anillos pre-
contraidos con Phe, observandose como la ET-1 disminuye la respuesta vasodilatadora a
Ach con respecto al grupo control (efecto maximo en %: 45,1237, n=9; 61,6£3,9, n=9,

respectivamente, P<0,05).

1.2. Localizaciéon de la produccioén in situ de O,

Para caracterizar la produccion y localizacion de O, en la pared vascular inducida por
ET-1, se midi6 la fluorescencia roja a etidio en cortes histologicos de anillos adrticos
incubados con DHE, el cual se convierte en etidio al ser oxidado por los radicales O, La
fluorescencia roja a etidio es suprimida por la incubacién de los cortes histolégicos con
Tiron, un “scavenger” intracelular de radicales O,. Se observa que la produccién de O, tiene
lugar en toda la pared vascular (adventicia, media y células endoteliales) (Fig. 14 A). La
fluorescencia a etidio es cuantificada y los resultados normalizados con la fluorescencia azul
del marcador nuclear DAPI (Fig. 14 B).

La incubacién de los anillos con ET-1 10nM durante 2 horas origina un aumento en la
produccion de radicales O, que se localiza en toda la pared vascular. Tanto quercetina
como isorramnetina a 1pM y 10uM previenen el incremento en la fluorescencia roja a

etidio inducido por ET-1 (Fig. 14 A y B).
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Figura 14. Efectos de guercetina (Quer) ¢ isorramnetina (Iso) sobre la produccion vascnlar de radicales
superdxido (Oz) inducida por endotelina-1 (E'T-1), medida mediante fluorescencia con dibidroetidio (DHE). (A)
Las imadgenes de arriba muestran los cortes histoldgicos de los anillos adrticos incubados con DHE, que emite
[flnorescencia roja cuando es oxidado a etidio por Oz. Las imdgenes de abajo muestran los mismos cortes bistolggicos
de los anillos adrticos incubados con el marcador nuclear dilactato de 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que emite
flnorescencia azul al unirse a restos de adenina (B) 1V alores de la fluorescencia roja a etidio normalizados respecto a
la flnorescencia aznl del DAPI. E/ vebiculo fue DMSO al 0,1%. Los resultados se expresaron como la media
aritmética ¥ SEM, n=5. * P< 0,05 vs anillos control y # P<0,05 vs ET-1 sola.
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1.3. Efectos en la produccion vascular de O,

La incubaciéon con ET-1 (10 nM) durante 2 horas induce un incremento en la
produccién vascular de O,, medido mediante quimioluminiscencia con lucigenina, en
anillos adrticos estimulados con NADPH (100uM). Este incremento en la produccion de
O, inducido por ET-1 es patcialmente suprimido por la adicién de SOD (100U/ml) y
totalmente suprimido por la adicién del inhibidor de flavin proteinas, difeniléniodonio (DPI
diphenyleneiodoninm, 10 uM), lo cual nos indica la implicacién de radicales O, producidos por
flavin proteinas, tales como la NAD(P)H oxidasa o la eNOS (Fig. 15 A). La co-incubacion
con quercetina o isorramnetina (1 o 10 pM) reduce significativamente el incremento en la
produccién vascular de O, inducido por ET-1, no presentando efecto en los anillos

incubados en condiciones control (Fig. 15 B y C, respectivamente).
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Figura 15. Efectos de endotelina-1 (E'1-1) sobre la produccion vascular de radicales superdxido (Oz) medida
mediante quimioluminiscencia con lucigenina. Anillos adrticos con endotelio de ratas Wistar fueron incubados durante
2 horas en presencia o en ansencia de ET-1 (10 nM). (A) Durante los stltimos 30 minutos de incubacion, algunos
anillos se incubaron con superdxido dismutasa (SOD, 100 U/ml) o con el inbibidor de flavin proteinas,
difeniléniodonio (DPL, 10 uM). (B y C) Algunos anillos fueron co-incubados durante 2 horas con vebiculo (DMSO,
0,1%) o quercetina (1 uMl o 10 uM) o isorrammnetina (1 uM o 10 ubM) en presencia o en ausencia de ET-1 (10
nM). La produccion de Oz fue estimulada por la adicion de NADPH (100 uM). Los resultados se expresaron
como la media aritmética * SEM, n=6. * P< 0,05 vs anillos control, ** P<0,001 vs anillos control, # P<0,05

vs ET-1 sola y #* P<0,001 vs ET-1 sola.
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Para determinar el papel de la eNOS en la producciéon vascular de O, inducida por
ET-1, también medimos, mediante quimioluminiscencia con lucigenina, la producciéon de
O, en anillos estimulados con el ionéforo de calcio, A23187 (10 uM). En este caso, la
incubacién con ET-1 (10 nM) durante 2 horas también induce un incremento en la
produccion vascular de O, Este incremento en la produccién de O, inducido por ET-1 es
inhibido en anillos sin endotelio y por la co-incubacién con L-NAME, apocinina o

sepiapterin (Fig. 16 A), y los flavonoides quercetina e isorramnetina (10uM) (Fig. 16 Ay B,

respectivamente).
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Figura 16. Efectos de endotelina-1 (E'T-1) sobre la produccion vascular de radicales superdxido (Oz)
estimnlada por el iondforo de calcio, A23187 (10 uM), medida mediante quimioluminiscencia con Incigenina.
Anillos adrticos con endotelio de ratas Wistar fueron incubados durante 2 horas en presencia o en ansencia de ET-1
(10 nM). (A) Papel del endotelio. Algunos anillos se co-incubaron durante 2 horas con apocinina (Apo, 300 uM),
L-NAME (100 uM) o sepiapterin (Sep, 100 uM), o bien, se les elinind mecanicamente el endotelio (-E) después
de la incubacion con ET-1. (B) Algunos anillos fueron co-incubados durante 2 horas con vebicnlo (DMSO, 0,1%) o
guercetina (10 uM) o isorramnetina (10 uM) en presencia o ausencia de ET-1 (10 nM). Los resultados se
expresaron como la media aritmética = SEM, n=5-6. * P< 0,05 vs anillos control y #P<0,05 vs ET-1 sola.
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1.4. Efectos en la expresiéon de las subunidades p47°"* y p22P"* del

sistema NAD(P)H oxidasa.

La incubaciéon de los anillos aérticos con ET-1 durante 2 horas induce un aumento en
la expresion, tanto génica como proteica, de p47°" (Fig. 17 A y C) sin afectar a la
expresion de pZZth‘ (Fig. 17 B y D), medida por RT-PCR y western blot, respectivamente.
La co-incubacién con quercetina o isorramnetina (1uM y 10uM), previene el aumento de la

expresion de p47°" inducido por ET-1 (Fig. 17 Ay C).

A p47phox

O — W — B pzzphox
GADPH ' : GADPH
* 150
200
I
2 5
Q150 < 100
%) 0]
3 3
£ £
& 100 N
S o
o [~}
50 —
S 32
7 50
0 - 0
C PN e G — D pzzer NS &S N W
actina TN O — S et actina —— 66“
150 —
150 —
© ©
£ # # £ 100 T
5 - = g 1004
o 100 4 K
= # # 5
5 £
= N
< o
p-Y Q.
| o 90
) 50 ®
0
Control Vehiculo Quer Quer Iso Iso Control VehiculoQuer Quer Iso Iso
(1uM) (10 uM) (1 uM) (10 uM) (1pM) (10 uM) (1 pM) (10 uM)
ET-1 (10 nM) ET-1 (10 nM)

Figura 17. Expresion vascular de p4790 y p220he~. Efectos de quercetina (Quer) e isorrammnetina (Iso) co-
incubadas durante 2 horas con endotelina-1 (E'1-1) sobre la expresion génica (A y B) y proteica (C y D) de p47ph~
y p22ries. B vehiculo fue DMSO al 0,1%. Los resultados se expresaron como la media aritmética = SEM de los
valores de densidad de la banda normalizados con los correspondientes valores para GADPH (A y B) 0 para a-

actina (Cy D) y expresados como porcentaje de los anillos control,  n=4-6. * P< 0,05 vs anillos control y #
P<0,05 vs ET-1 sola.
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1.5. Papel de 1a PKC.

La reduccién en la respuesta vasodilatadora a Ach y el aumento en la expresion de
p47°™ inducido por ET-1 (10 nM) incubada durante 2 horas, es suprimido por la co-
incubacién con el inhibidor de la PKC, celeritrina (Fig. 18 A y B, respectivamente). El
aumento en la producciéon de O, en anillos adrticos inducido por ET-1 también es
inhibido por la co-incubacién con celeritrina (Fig. 18 C). Ademas, la incubacién con el éster
de forbol PMA, activador de PKC, también incrementa la producciéon de O, en anillos
adrticos. Este efecto es inhibido tanto por celeritrina, como por los flavonoides quercetina

e isorramnetina (Fig. 18 D).
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Figura 18. Papel de la proteina kinasa C (PKC). Anillos adrticos con endotelio de ratas Wistar fueron
incubados durante 2 horas con vebiculo (DMSO, 0,1%) o celeretrina (Chel, 1 uM) en presencia o en ansencia de
ET-1 (10 uM). (A) Curva de relajacion concentracion-respuesta a acetileolina (Ach) en  anillos adrticos
precontraidos con fenilefrina (Phe). (B) Expresion vascular de p470 a nivel proteico mediante western blot. (C)
Efectos de celeritrina (Chel, 1 uM) sobre la produccion vascular de radicales superixido (Oz) inducida por ET-1
(10 nM) medida mediante quimioluminiscencia con lucigenina. (D) Efectos de  quercetina (Quer, 10 uM),
isorrammetina (Iso, 10 uM) o celeritrina (Chel, 1 uM) sobre la produccion vascular de radicales superixido (Oz)
inducida por 12-miristato 13-acetato de forbol (PM.A) (TuM), medida mediante quimioluminiscencia con lncigenina.
Los resultados se excpresaron como la media aritmética = SEM, n=4-7. * P< 0,05 vs anillos control, ** P<0,01
vs anillos control, # P<0,05 vs ET-1 s0la, ## P<0,01 vs E'T-1 s0la y 7 P<0,01 vs PMA.
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Todos estos resultados muestran la implicacién de la PKC en la via de sefalizacién por
la que ET-1 induce disfuncién endotelial y aumento en la producciéon vascular de radicales
O,. Ademas, determinamos la actividad PKC mediante un kit de ELISA, observando que
la incubacion de los anillos adrticos con ET-1 o PMA durante 30 minutos induce un
incremento en su actividad. Ambos efectos fueron prevenidos por la incubaciéon con
celeritrina. La co-incubacién con quercetina, pero no con isorramnetina, disminuye

significativamente el incremento en la actividad PKC inducido por ET-1 (Fig. 19).
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Figura 19. Efectos de  guercetina (Quer, 10 uM), isorramnetina (Iso, 10 uM) o celeritrina (Chel, 1 uM)
sobre la actividad vascular de PKC inducida por 12-miristato 13-acetato de forbol (PM.A, TuM) o ET-1 (10 nM)
incubados durante 30 minutos. Los resultados se expresaron como la media aritmética = SEM, n=4-7. * P<
0,05 vs anillos control, ** P<0,01 vs anillos control, # P<0,05 vs ET-1 sola, o P<0,01 vs ET-1 sola y
" P<0,01 vs PMA.
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1.6. Papel de c-Src.

Para determinar si el aumento en la produccion vascular de radicales O, inducido por
ET-1 se produce por una via c-Src dependiente, medimos la formacion de O, intracelular
en anillos adrticos incubados con PP2, inhibidor selectivo de Src, en presencia o en
ausencia de ET-1, mediante la técnica del DHE. En anillos preincubados con PP2; el
aumento en la produccién vascular de radicales O, inducido por ET-1 es inhibido. En
cambio, en anillos preincubados con PP3, analogo inactivo de PP2; no se reduce el
aumento en la generacion vascular de radicales O, estimulada por ET-1 (Fig. 20 A y B).

Ademas, la incubacion con ET-1 (10 nM) durante 2 horas induce un incremento en la
produccién vascular de O,, medido mediante quimioluminiscencia con lucigenina, en
anillos aorticos estimulados con NADPH (100uM). Este aumento es inhibido en anillos

preincubados con PP2, mientras que en anillos preincubados con PP3 no se inhibe.
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Figura 20. Papel de la tirosina kinasa ¢-Sre en la produccion vasenlar de radicales superoxido (Oz) inducida
por endotelina-1 (ET-1).  Anillos adrticos con endotelio de ratas Wistar fueron incubados durante 2 horas con
vehiculo (DMSO, 0,1%) o el inbibidor selectivo de ¢-Sre, PP2 (10 uM), o su andlogo inactive, PP3 (10 uM), en
presencia o ansencia de E'T-1 (10 nM). (A) Las imdgenes de arriba muestran los cortes bistoldgicos de los anillos
adrticos incubados con DHE, que emite fluorescencia roja cuando es oxidado a etidio por Oz. Las imdgenes de abajo
mestran los mismos cortes bistoldgicos de los anillos adrticos incubados con el marcador nuclear DAPIL, que emite
fluorescencia azul al unirse a restos de adenina (B) 1 alores de la fluorescencia roja a etidio normalizados respecto a
la flnorescencia azul del DAPL. (C) Efectos de PP2 y PP3 sobre la produccion vascular de Oz inducida por E'T-1
medida mediante quimioluminiscencia con lucigenina. Los resultados se expresaron como la media aritmética +
SEM, n=4-6. * P< 0,05 vs anillos control y # P<0,05 vs ET-1 sola.

-104 -



Resultados

Dado que c-Stc juega un papel importante en la sintesis de proteinas (Ma y Huang,
2002) y en la expresion de las subunidades Nox-2, p22°" y p47°"* estimulada por Ang 11
en VSMC (Touyz et al., 2003), investigamos si c-Src esta implicada en el aumento en la
expresiéon de la subunidad p47°" inducido por ET-1 en anillos aérticos. Para ello,
determinamos la expresion de p47°" tanto a nivel de RNA mensajero (Fig. 21 A) como de
proteina (Fig. 21 B) mediante RT-PCR y western blot, respectivamente. El aumento en la
expresién de la subunidad p47° inducido por ET-1 es inhibido en anillos preincubados
con PP2. En cambio, la incubacién con PP3 no modifica la expresién génica de esta

subunidad de la NAD(P)H oxidasa (Fig. 21 A y B).
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Figura 21. Papel de la tirosina kinasa ¢-Sre en el anmento de la expresion vascular de p4 70" inducido por
ET-1. Anillos adrticos con endotelio de ratas Wistar fueron incubados durante 2 horas con vebicnlo (DMSO,
0,1%) o el inbibidor selectivo de ¢-Sre, PP2 (10 uM), o su andlogo inactive, PP3 (10 uM), en presencia o ausencia
de E'T-1 (10 nM). Expresion vascular de p470% (A) a nivel de RINA mensajero mediante RT-PCR y (B) a nivel
proteico mediante western blot. 1os resultados se expresaron como la media aritmética £ SEM de los valores de
densidad de la banda normalizados con los correspondientes valores de GADPH (A) o de a-actina (B) y excpresados
como porcentaje de los anillos control, n=4-6. * P< 0,05 vs anillos control, ** P<0,01 vs anillos control y
*P<0,05 vs ET-1 sola.
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También quisimos analizar si ET-1 modifica el grado de fosforilacién (activacién) y la
actividad de c-Src. La incubacién con ET-1 (10 nM) durante 2 horas induce un incremento
en el grado de fosforilacién de c-Src con respecto a los anillos control (Fig. 22 A). Este
aumento en el grado de fosforilacién de c-Src es inhibido en anillos preincubados con PP2.
Ademas, la incubacién con ET-1 (10 nM) durante 2 horas induce un incremento en la
expresion tanto génica como proteica de c-Src (Fig. 22 B y D), lo cual no es inhibido por la
preincubacién con PP2. Por tanto, ET-1 aumenta tanto el grado de fosforilacion como la
expresion de c¢-Src, lo cual da lugar a que no existan diferencias significativas al realizar la

ratio fosfo-Src/Src entre los anillos control y los incubados con ET-1 (Fig 22 C).
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Figura 22. Efectos sobre la actividad de la tirosina kinasa ¢-Sre inducidos por ET-1. Anillos adrticos con
endotelio de ratas Wistar fueron incubados durante 2 horas con vebiculo (DMSO, 0,1%) o el inhibidor selectivo de
e-Sre, PP2 (10 uM) en presencia o ansencia de ET-1 (10 nM). (A y B) Expresion vascular de fosfo-Sre y Sre
medidamediante western blot. (C) Relacion en porcentaje de los valores de expresion de fosfo-Sre y Sre. (D)
Expresion vascular de Sre a nivel de RINA mensajero mediante RT-PCR. Los resultados se expresaron como la
media aritmética T SEM, n=4-6. * P< 0,05 vs anillos control, ** P<0,01 vs anillos control, # P<0,05 vs ET-

1 sola.
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Al no existir diferencias en el ratio fosfo-Src/Stc entre los anillos control y los
incubados con ET-1, no podemos determinar si ET-1 aumenta la actividad de c-Src. Es
por ello que analizamos de forma indirecta la actividad de c-Src mediante el grado de
fosforilaciéon de su sustrato especifico, cortactin, el cual es fosforilado cuando c-Src es
activa. La incubacién con ET-1 (10 nM) durante 2 horas induce un incremento en el grado
de fosforilacién de cortactin con respecto a los anillos control. Este aumento en el grado de
fosforilaciéon de cortactin es inhibido en anillos preincubados con PP2 (Fig 23 A).
Quercetina también es capaz de reducir el nivel de fosforilacion de cortactin inducido por
ET-1 (Fig 23 B), lo cual sugiere que este flavonoide es inhibidor de la tirosina kinasa no
acoplada a receptor ¢-Strc y/o actiia en un paso previo de la via de sefalizacion de ET-1,
posiblemente inhibiendo a la PKC. Por el contrario, isorramnetina, que no inhibe la
actividad PKC, no es capaz de reducir de forma significativa el nivel de fosforilacion de

cortactin (Fig 23 B).
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Figura 23. Efectos sobre la activacion de la tirosina kinasa c-Sre inducidos por ET-1. (A) Expresion
vascular de fosfo-cortactin en anillos adrticos incubados durante 2 horas con vehiculo (DMSO, 0,1%) o el inhibidor
selectivo de ¢-Sre, PP2 (10 uM) en presencia o ansencia de E'T-1 (10 nM). (B) Expresion vascular de fosfo-
cortactin en anillos adrticos incubados durante 2 horas con vebiculo (DMSO, 0,1%) o guercetina (Quer, 10 uM) o
isorramnetina (Iso, 10 uMl) en presencia o ansencia de E'T-1 (10 nM). Los resultados se excpresaron como la media
aritmética £ SEM de los valores de densidad de la banda normalizados con los correspondientes valores de a-actina y
expresados como porcentaje de los anillos control, n=4-6. * P< 0,05 vs anillos control y * P<0,05 vs ET-1 sola.

Por ultimo, quisimos determinar la posicion de c-Stc en la via de sefializacion de ET-1
por la cual induce el aumento en la producciéon de radicales O, y en la expresion de la
subunidad p47™">. Para ello, estudiamos si la activacién de c-Src inducida por ET-1 es
dependiente o no de PKC. Dado que la activaciéon de c-Src inducida por ET-1 esta
relacionada mas con el aumento de la expresion de c-Src que con el aumento en el grado de
fosforilacién de c-Src inducido por ET-1, determinamos la expresion de c-Src a nivel de
proteina mediante western blot, en anillos preincubados con el inhibidor de PKC,

celeritrina (1uM), en presencia o ausencia de ET-1 (10 nM). Observamos que el aumento
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en el grado de fosforilacién de c-Src producido por ET-1 es inhibido por la incubacién con
celeritrina, lo que nos indica que la activaciéon de c-Src inducida por ET-1 es dependiente

de PKC (Fig, 24).
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Figura 24. Implicacion de la PKC en la activacion de la tirosina kinasa ¢-Sre inducida por ET-1. Expresin
vascular de ¢-Sre en anillos adrticos incubados durante 2 horas con vebiculo (DMSO, 0,1%) o el inhibidor selectivo
de PKC, celeritrina (Chele, TuM) en presencia o ausencia de ET-1 (10 nM). Los resultados se expresaron como la
media aritmética ¥ SEM de los valores de densidad de la banda normalizados con los correspondientes valores de a-
actina y expresados como porcentaje de los anillos control, n=4-6. * P< 0,05 vs anillos control y ¥ P<0,05 vs
ET-1 sola.
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1.7. Papel de las MAPKSs.

Para determinar la participacion de MAPKSs en el aumento de la produccién vascular de
radicales O, inducido por ET-1, medimos la formaciéon de O, intracelular en anillos
aodrticos incubados con los inhibidores selectivos de las principales MAPKs (ERK1/2,
p38™%* y SAPK/JNK) en presencia o en ausencia de ET-1, mediante la técnica del DHE.
En anillos preincubados con PD98059 (10 uM, inhibidor especifico de ERK1/2), el
aumento en la produccion vascular de radicales O, inducido por ET-1 es inhibido. Sin
embargo, en anillos preincubados con SB203580 (10 uM, inhibidor especifico de p38™") o
con SP600125 (25 uM, inhibidor especifico de SAPK/JNK), no se altera el aumento en la
produccion vascular de radicales O, estimulado por ET-1 (Fig. 25 A y B).
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Figura 25. Efectos de la inbibicion de las principales NLAPKs sobre la produccion vascular de radicales
superdxido (Oz) inducida por endotelina-1 (ET-1) medida mediante fluorescencia con dibidroetidio (DHE). (A)
Las imdgenes de la izquierda mmuestran los cortes bistoldgicos de los anillos adrticos incubados con DHE, que emite
fluorescencia roja cnando es oxidado a etidio por Oz. Las imdgenes de la derecha muestran los mismos cortes
histoldgicos de los anillos adrticos incubados con el marcador nuclear DAPL, que emite fluorescencia aznl al unirse a
restos de adenina (B) Valores de la fluorescencia roja a etidio normalizados respecto a la fluorescencia agul del
DAPL E/ vebiculo fue DMSO al 0,1%. Los resultados se expresaron como la media aritmética £ SEM, n=5. *

P<0,05 vs anillos control y # P<0,05 vs ET-1 s0la.
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Dado que s6lo ERK1/2 parece estar implicada en el aumento de la produccién
vascular de radicales O, inducido por ET-1, quisimos evaluar su papel en el aumento de la
expresion de la subunidad p47°** inducido por ET-1. Para ello, determinamos la expresién
proteica de p47phox mediante western blot. En anillos preincubados con PD98059, el
aumento en la expresién de la subunidad p47°" inducido por ET-1 es inhibido (Fig. 26).
Por el contrario, en anillos preincubados con SB203580 (inhibidor especifico de p38™"") o
con SP600125 (inhibidor especifico de SAPK/JNK), no se modifica el aumento en la
expresion de la subunidad p47°"* inducido por ET-1 (Fig. 26), lo cual parece estar

relacionado con la falta de efecto en el aumento de la produccion vascular de radicales O,

inducido por ET-1.
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Figura 26. Expresin vascular de p470%~. Efectos del inbibidor de las kinasas regnladas por seiiales
extracelulares 1y 2 (ERK1/2), PD98059 (10 uM), el inhibidor de p38mr*, SB203580 (10 uM) o el inhibidor
de ¢o-Jun N-terminal kinasa (INK), SP600125 (25 uM) preincubados 30 minutos y después co-incubadas durante
2 horas con endotelina-1 (E'1-1) sobre la expresion vascular de p470% a nivel proteico mediante western blot. E/l
vehiculo fue DMSO al 0,1%. Los resultados se expresaron como la media aritmética * SEM de los valores de
densidad de la banda normalizados con los correspondientes valores de a-actina y expresados como porcentaje de los
anillos control, n=4-5 * P< 0,05 vs anillos control y # P<0,05 vs ET-1 sola.
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Ademas, analizamos si ET-1 modifica el grado de fosforilacién de ERK1/2. Para ello,
estudiamos el estado de fosforilacién de ERK1/2 mediante western blot en anillos adérticos
incubados con ET-1 (10 nM) a distintos tiempos. Se observa que la incubaciéon con ET-1
(10 nM) induce un aumento en el grado de fosforilacion de ERK1/2 con respecto al
tiempo, existiendo diferencias significativas con respecto a los anillos control a partir de 1

hora de incubacién y manteniéndose dicho aumento hasta las 2 horas (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto de ET-1 (10 nM) sobre la fosforilacion de ERK1/2 a diferentes tiempos de incubacion.
Anillos adrticos fueron incubados con ET-1 (10 nM) durante 0, 10, 30, 60 o 120 minutos. Posteriormente, los
homogenados fueron utilizados para realizar western blot para fosfo-ERK1/2 y ERK1/2. Los resultados se
excpresaron como la media aritmética = SEM de los valores de densidad de la banda para fosfo-ERKT/2
normalizados con los corvespondientes valores de ERK1/2  y expresados como porcentaje de los anillos control,
n=4-5 * P<0.05 vs anillos control.
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Este aumento en el grado de fosforilacién de ERK1/2 se redujo de forma significativa
en anillos preincubados con el inhibidor selectivo de ERK1/2, PD98059 (10 uM), por el
inhibidor selectivo de c-Src, PP2 (10 uM) y por el inhibidor de PKC, celeritrina (10 pM)
(Fig. 28 A y B). Estos resultados nos indican que la activacién de ERK1/2 inducida por
ET-1 es un paso posterior a la activacion de PKC y c-Src en la via de sefializaciéon de la

ET-1.
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Figura 28. Implicacion de PKC y ¢-Sre en el anmento de la fosforilacion de ERK1/2 inducido por
endotelina-1 (ET-1. (A) Efectos del inhibidor de las kinasas reguladas por seiiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2),
PD98059 (10 uM) y del inbibidor selectivo de ¢-Sre, PP2 (10 uM) preincubados 30 minutos y después co-
incubados durante 2 horas con ET-1sobre el anmento de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por ET-1 a nivel
proteico mediante western blot. (B) Efectos del inbibidor de PKC, celeritrina (10 uM) preincubado 30 minutos y
después co-incubado durante 2 horas con ET-1 sobre el aumento de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por ET-1
a nivel proteico mediante western blot. El vebicnlo fue DMSO al 0,1%. Los resultados se excpresaron como la media
aritmética = SEM de los valores de densidad de la banda para fosfo-ERKT/ 2 normalizados con los correspondientes
valores de ERK1/2 y expresados como porcentaje de los anillos control, n=4-5 * P< 0.05 vs anillos control y "
P<0.05 vs ET-1 sola.
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La co-incubacién con los flavonoides quercetina e isorramnetina (1uM y 10uM),

también inhibi6 el aumento de la fosforilacién de ERK1/2 inducido por ET-1 (Fig. 29 Ay

B).
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Figura 29. Efectos de guercetina e isorramnetina sobre la fosforilacion de ERK1/2 inducida por endotelina-
1 (ET-1). (A) Efectos de quercetina (Quer) (1 uM y 10 uM) co-incubada durante 2 horas con endotelina-1 (E'T-1)
sobre el aumento de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por ET-1. (B) Efectos de isorramnetina (Iso) (1 uM y 10
uM) co-incubada durante 2 horas con ET-1sobre el anmento de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por ET-1. E/
vehicnlo fue DMSO al 0,1%. Los resultados se expresaron como la media aritmética * SEM de los valores de
densidad de la banda para fosfo-ERKT/2 normalizados con los correspondientes valores de ERK1/2 y expresados
como porcentage de los anillos control, n=4-5 * P< 0.05 vs anillos control y * P<0.05 vs ET-1 sola.
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1. Efecto de quercetina e isorramnetina sobre la disfuncion
endotelial inducida por endotelina-1 in vitro. Participacion de

la PKC.

La ET-1 es un conocido agente vasoconstrictor derivado del endotelio que incrementa
el estrés oxidativo a nivel vascular, lo que conlleva a una inactivaciéon del NO por los
radicales O,". Este efecto juega un papel importante en la génesis de la disfunciéon endotelial
observada en una amplia variedad de condiciones patoldgicas, tales como aterosclerosis,
hipertension y diabetes (Miyauchi ez /., 1999).

Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran que la ET-1 induce un incremento en
la produccién de radicales O, en la pared vascular mediado por una activacioén del sistema
NADPH oxidasa. Este efecto se ve amplificado por el desacoplamiento de la eNOS
inducido por el aumento de radicales O, lo que origina a una mayor generaciéon de ROS,
que conduce a la apariciéon de disfuncién endotelial. Este mecanismo es similar al que se
describe en estudios previos (Loomis ef al, 2005; Munzel ez al., 2005). Por tanto, a la
disfunciéon endotelial inducida por ET-1 contribuyen tanto la activaciéon del sistema
NADPH oxidasa como el desacoplamiento de la eNOS.

Ademas, demostramos que ET-1 activa al sistema NADPH oxidasa mediante el
aumento en la expresion de la subunidad p47°", sin afectar a la subunidad p22°"*, por una
via PKC dependiente.

En esta Tesis Doctoral, demostramos también, por primera vez, que la disfuncién
endotelial inducida por ET-1, puede ser prevenida por el flavonol quercetina y su principal
metabolito plasmatico, isorramnetina, independientemente de la posible interferencia de
estos flavonoles en la sintesis de ET-1. Ademas, ambos flavonoles previenen el incremento

en la produccién de radicales O, producido por ET-1 via desacoplamiento de la eNOS y
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activacion del sistema NADPH oxidasa, al prevenir el incremento en la expresion de la
subunidad p47°"**. Finalmente, quercetina, pero no isorramnetina, previene la activacién de
la PKC inducida por ET-1.

La disfuncién endotelial estd presente en algunos modelos experimentales de
hipertensioén, donde la ET-1 juega un papel importante en su fisiopatologfa, tales como
ratas hipertensas DOCA-sal, un modelo de hipertensioén bajo en renina-angiotensina (Li e#
al., 2003), ratas con diabetes inducida con estreptozotocina (insulino-dependientes)
(Makino ez al., 1998), ratas hipertensas por infusiéon con ET-1 (Elmarakby ez a/., 2005) y
ratones transgénicos que sobre-expresan el gen para preproET-1 especificamente en el
endotelio vascular (Amiri e al., 2004).

El hecho de que ET-1 pueda inducir también disfuncién endotelial 7z vitro en aorta de
rata (Loomis ef al., 2005; Kamata ef al, 2004 y resultados presentes) indica que estos
cambios son debidos a una acciéon directa de la ET-1 sobre la pared vascular,
independientemente de los niveles de hormonas circulantes, mecanismos neurogénicos o
cambios en la presion arterial. En nuestros experimentos, la disfuncién endotelial inducida
por ET-1 fue observada por una reduccion en la respuesta vasodilatadora después de la
activaciéon de la eNOS inducida por Ach, asi como por un aumento en la respuesta
vasoconstrictora a Phe.

La administraciéon crénica de quercetina reduce la presion arterial y mejora la
disfunciéon endotelial observada en ratas DOCA-sal. Estos efectos preventivos han sido
relacionados con las propiedades antioxidantes de quercetina, que reduce el estrés oxidativo
sistémico y vascular (Galisteo ez al., 2004a, b). Sin embargo, se desconoce si los efectos en la
funcion endotelial son debidos a un efecto directo sobre la pared de los vasos, secundario a
la reduccion de la presion arterial, o bien son debidos a los mecanismos neurohumorales de
quercetina y sus metabolitos.

Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que tanto quercetina como su
principal metabolito plasmatico, isorramnetina, son también efectivas iz wvitro,
incrementando la respuesta vasodilatadora a Ach y disminuyendo la respuesta

vasoconstrictora a Phe en anillos adrticos expuestos a ET-1. Ademas, se ha de destacar que
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la quercetina a la concentraciéon de 1uM es efectiva para reducir la disfuncion endotelial,
por lo que este efecto parece ser fisiolégicamente relevante (Manach ez /., 2005).

El efecto de ET-1 fue observado después de 2 horas de incubacién, atn cuando la
ET-1 estaba ausente durante las curvas concentracién-respuesta a Phe o Ach. Igualmente,
ambos flavonoles, quercetina e isorramnetina, estuvieron presentes durante la incubacion
con ET-1, pero ausentes durante el estudio de la funcién endotelial. Estos cambios
inducidos por ET-1 en la funcién endotelial estan relacionados con los cambios en la
expresion proteica de las fuentes generadoras de radicales O, tales como el aumento en la
expresion de la subunidad p47°"* del sistema NADPH oxidasa.

El aumento en la produccién de radicales O, esta implicado en la destruccion de NO
asociada a la disfuncién endotelial que se observa en los anillos aérticos de ratas DOCA-sal
(Li et al., 2003; Galisteo e al., 2004a) y en anillos incubados con ET-1 (Kamata e a/., 2004).
En nuestros experimentos, la presencia de SOD, un agente “scavenger” de radicales O,
extracelulares, en el bafio de érganos mejoro la respuesta vasodilatadora inducida por Ach
en anillos aorticos incubados con ET-1. De forma similar, Kamata y cols. (2004)
observaron que la co-incubacién de los anillos adrticos con ET-1 y PEG-SOD, un
“scavenger” de radicales O, intracelular, prevenia completamente la menor respuesta
vasodilatadora endotelio-dependiente a Ach inducida por ET-1. En nuestro estudio, la
apocinina, un inhibidor selectivo de la actividad NADPH oxidasa, revirtié tanto el
incremento en la respuesta vasoconstrictora a Phe como la menor respuesta vasodilatadora
a Ach provocada por ET-1. Sepiapterin, que previene el desacoplamiento de la eNOS (Alp
et al., 2004), también revierte el incremento en la respuesta vasoconstrictora a Phe, aunque
no mejoro significativamente la menor respuesta vasodilatadora a Ach inducida por ET-1.
Estos resultados muestran el papel fundamental de la actividad NADPH oxidasa en la
modulacién del tono vascular frente a una actividad eNOS basal o estimulada, mientras que
el desacoplamiento de la eNOS inducido por ET-1 parece estar implicado principalmente
en el incremento de la respuesta contractil a vasoconstrictores.

Numerosos estudios han descrito al sistema NADPH oxidasa como la principal fuente

generadora de ROS inducida por ET-1 (Li ef a/., 2003b, c, d). Sin embargo, otros autores
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han sugerido que otros sistemas enzimaticos son las principales fuentes generadoras de
ROS inducidas por ET-1, tales como la eNOS desacoplada y la cadena respiratoria
mitocondrial (Touyz ez al., 2004; Callera ez al., 2006). Los resultados de esta Tesis Doctoral
muestran que ET-1 aumenta la actividad de la NADPH oxidasa, ya que, en presencia de
NADPH, sustrato de este sistema enzimatico, se incrementa la produccion de radicales O,
en anillos adrticos expuestos a ET-1. Ademas, hemos observado un incremento en la
fluorescencia roja a etidio inducido por ET-1 en las capas media y adventicia de la pared
vascular, donde la eNOS no esta expresada, sugiriendo que la ET-1 activa a la NADPH
oxidasa vascular dando lugar a un aumento en la produccion de radicales O,

Igualmente, se ha descrito que ET-1 incrementa la produccion de radicales O, y la
expresion de gp917"™, una subunidad membranal esencial para la actividad de la NADPH
oxidasa, en células endoteliales (Duerrschmidt ¢# a/., 2000). Esta subunidad también estaba
sobreexpresada en la aorta de ratones transgénicos que presentaban un aumento en los
niveles de ET-1 (Amiri ez al., 2004). Sin embargo, Touyz y cols. (2004) han descrito que la
expresion de las subunidades p22°™>* y p47°"> no es incrementada por ET-1 en VSMC. En
esta Tesis Doctoral, anillos aérticos incubados con ET-1 durante 2 horas muestran un
incremento en la expresion de la subunidad p47™™ pero no de la subunidad p22™>, Este

h .
PR% esta relacionado con el aumento en la

incremento en la expresiéon de la subunidad p47
produccion de radicales O, encontrado en anillos aérticos estimulados por ET-1. La co-
incubacién con el flavonol quercetina o su metabolito isorramnetina, revierte el incremento

en la expresién de la subunidad p47°™>

inducido por ET-1. Estos resultados sugieren que la
quercetina y su metabolito metilado isorramnetina revierten el incremento de la produccion
de radicales O, inducido por ET-1 debido a que inhiben el aumento de la expresion de la
subunidad p477"* de la NADPH oxidasa vascular. Estos resultados estan en relacién con
datos previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion. Asi, en un estudio reciente,
nuestro grupo ha demostrado que en SHR, la mejora de la funciéon endotelial debida a la
administracion crénica de quercetina, esta asociada con la reduccién de la actividad de la

NADPH oxidasa, la cual esta aumentada en ratas SHR en comparacién con sus controles

normotensos, ratas Wistar-Kyoto (Sanchez ez al, 2006). Ademas, quercetina e
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isorramnetina previenen la disfuncién endotelial inducida por Ang II al inhibir el aumento
de expresién de la subunidad p47°"™ (Sanchez e al, 2007). Los resultados de esta Tesis
sugieren que la reducciéon de la produccion de radicales O, via NADPH oxidasa vascular, y
por tanto la menor inactivacion de NO, puede ser un mecanismo importante para la
prevenciéon de la disfuncién endotelial inducida por quercetina 7z zivo en modelos
experimentales de ET-1.

El desacoplamiento de la eNOS, por deficiencia en su cofactor BH4, es también una
fuente de generacion de radicales O, a nivel vascular. El ion6foro de calcio, A23187, que
induce la activacién de la eNOS de forma calcio-dependiente, incrementa la produccion de
radicales O, en anillos adrticos expuestos a ET-1. Como se esperaba, este efecto fue
abolido por la inhibicién de la eNOS con L-NAME, por el precursor de BH4, sepiapterin,
y por la eliminacién mecanica del endotelio. Ademas, los presentes resultados amplian los
descubrimientos previos (Loomis ez al., 2005; Li et al., 2003d), indicando que la ET-1
incrementa la produccién de radicales O, via desacoplamiento de la eNOS. La generacién
de radicales O, inducida por el ionéforo de calcio A23187 en anillos incubados con ET-1,
fue prevenida por el inhibidor de la NADPH oxidasa, apocinina, lo que sugiere que la
produccion de radicales O, via NADPH oxidasa es necesaria para el desacoplamiento de la
eNOS. Quercetina e isorramnetina también inhibieron la produccién de radicales O,
inducida por el ionéforo de calcio A23187, lo cual nos indica que ambos previenen el
desacoplamiento de la eNOS inducido por ET-1. Este efecto presumiblemente es
secundario a la inhibicién del incremento de la actividad de la NADPH oxidasa y de la
expresion de la subunidad p47™"* inducido por ET-1.

ET-1 es un potente estimulador de la PKC (Takenaka e# a/., 1993), la cual también
esta implicada en la activaciéon de la NADPH oxidasa e incremento de la produccion de
radicales O, (Heitzer ef al., 1993). Por tanto, es posible que la ET-1 active a la NADPH
oxidasa mediante un mecanismo PKC-dependiente. En esta Tesis Doctoral, hemos
demostrado que la celeritrina, un inhibidor de la PKC, mejora la respuesta vasodilatadora
inducida por Ach en anillos adrticos incubados con ET-1, reduce el incremento de la

expresion de la subunidad p47°"> inducido por ET-1 y disminuye el incremento de la
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produccion de radicales O, y el incremento de la actividad PKC inducidos por ET-1 o
PMA, activador de PKC. Estos resultados sugieren que la ET-1 estimula la produccion de
radicales O, mediante la activacién de la NADPH oxidasa vascular, lo cual da lugar a una
disfunciéon endotelial mediante un mecanismo PKC-dependiente. Quercetina y otros
flavonoides relacionados son inhibidores de proteinas kinasas, incluyendo a PKC y c-Src
(Middleton et al, 1993; Huang et al, 2009). De hecho, hemos observado que tanto
quercetina como isorramnetina inhiben la produccién de radicales O, estimulada por
PMA, e igualmente que la celeritrina, reduce el aumento de expresion de la subunidad
p47°" y la disfuncién endotelial inducida por ET-1. Por tanto, la inhibicién de la PKC por
estos flavonoles puede estar implicada en la prevencién de la disfuncion endotelial inducida
por ET-1, por inhibiciéon de la activacion de la NADPH oxidasa de forma PKC-
dependiente, lo que esta de acuerdo con los resultados observados por otros autores en
plaquetas (Pignatelli ez @/, 1993). De hecho, quercetina reduce significativamente el
aumento de la actividad PKC inducido por ET-1, sugiriendo que el efecto preventivo de
quercetina en el aumento de la producciéon de radicales O, y la disfuncién endotelial esta
relacionado con la inhibiciéon de la PKC. Sin embargo, isorramnetina, que inhibe el
aumento de la produccién de radicales O, via NADPH oxidasa inducido por PMA y ET-1,
no redujo el aumento de la actividad PKC inducido por ET-1, sugiriendo que este
flavonoide debe actuar en un paso posterior a la PKC en la via de sefalizacién de la ET-1

que conduce al aumento de la produccion de radicales O,
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2. Participacion de c-Stc y MAPKSs en la via de sefializacion de

ET-1.

Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran la participacion de la tirosina kinasa
no acoplada a receptor c-Strc y de la MAPKs ERK1/2 en la via de sefializacién de ET-1
que conduce al aumento de la expresiéon vascular de la subunidad p47°™* del sistema
NAD(P)H oxidasa y de la generacién de radicales O,. Quercetina, pero no isorramnetina,
previene la activacién de c¢-Stc inducida por ET-1. En cambio, la activaciéon de ERK1/2
inducida por ET-1 es inhibida tanto por quercetina como por isorramnetina. Por tanto, los
efectos preventivos de quercetina son mediados por la inhibicién de la via PKC-c-Src-
ERK1/2, mientras que los efectos preventivos de isorramnetina son mediados tnicamente
por su capacidad de inhibir la activaciéon de ERK1/2 inducida por ET-1.

ET-1, al igual que Ang II, media una gran cantidad de acciones vasculares a través de
la unién a sus receptores acoplados a proteinas G. Tanto ET-1 como Ang II activan vias de
seflalizacién comunes para promover cambios en la reactividad vascular, la funciéon
endotelial, el remodelado tisular, la inflamacion y el estrés oxidativo. Dentro de estas vias
de sefializaciéon se incluyen proteinas tirosina kinasas receptor dependientes e
independientes, pequefias GTPasas y MAPKs (Ushio-Fukai e a/., 1998, Touyz et al., 1999;
Neylon, 1999; Daou ¢ al., 2004; Touyz et al., 2004; Zhao et al., 2005).

c-Src es un regulador critico de la generacion de O, a través del sistema NAD(P)H
oxidasa inducida por Ang II, que contribuye a la amplificacion del estrés oxidativo (Touyz
et al., 2003; Seshiah ez al., 2002). Estudios previos han demostrado que c-Stc es un efector
de la via de sefializacion de ET-1 en células no vasculares (IKodoma e7 a/., 2002; Kodoma et
al., 2003; Mishra ez al., 2005; Milan ef al., 2006; Kovacic e al., 1998). En cambio, existe una
gran controversia en cuanto a su participacion en la via de sefializaciéon de ET-1 en VSMC.
Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran que c-Src esta implicada en la via de
sefializacion por la que ET-1 induce un aumento en la expresion de la subunidad p47° en

anillos adrticos de rata, actuando como paso previo en la activacion del sistema NADPH
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oxidasa y la generacion de radicales O,. Asi, la inhibiciéon farmacoldgica de c-Src, mediante
la preincubacion de los anillos con PP2 (inhibidor selectivo de c-Src), inhibe el aumento de
la produccién de radicales O, y el aumento de la expresion de la subunidad p47°">
inducidos por ET-1. Ademas, ET-1 aumenta la fosforilaciéon de cortactin, un sustrato
especifico de c-Src, lo cual confirma la implicacién de c-Src en la via de sefializacion de ET-
1. En los anillos preincubados con PP2 (10 uM) se inhibe el aumento en la fosforilacién de
cortactin inducido por ET-1, indicando que a esta concentraciéon de PP2 la actividad de c-
Src es reducida. Igualmente, ET-1 aumenta la fosforilacién de c-Src, la forma activa de esta
tirosina kinasa, y este efecto es inhibido por la preincubacién con PP2. Este efecto
contrasta con los resultados de un reciente estudio en VSMC de arterias mesentéricas de
ratones, en el que la estimulacion con ET-1 durante 5 minutos no modifica el grado de
fosforilaciéon de c-Src (Yogi et al., 2007). Sin embargo, nuestros resultados se obtienen
después de 2 horas de incubacién con ET-1 y parecen estar relacionados con el aumento en
la expresion de c-Src. Este ultimo efecto, no es inhibido por PP2.

La via de senalizacion por la que ET-1 aumenta la fosforilacion de c-Src no se conoce
bien. ET-1 aumenta rapidamente la actividad de PKC y esta activacion de PKC esta
implicada en el aumento de expresion de p47™"*, Sin embargo, no es posible que PKC, una
serina-treonina kinasa, pueda fosforilar y activar directamente a c-Src, dado que la
fosforilacién de c-Src ocurre en restos de tirosina. Sin embargo, el incremento del grado de
fosforilacién de c-Stc que se observa tras la incubacion de los anillos aérticos con ET-1,
parece estar relacionado con un aumento en la expresion proteica de esta enzima. Esta
mayor expresion proteica de c-Src inducida por ET-1, se reduce al incubar los anillos
adrticos con los inhibidores de PKC, celeritrina y quercetina, pero no se altera con
isorramnetina, que a la concentracion utilizada (10 uM), no reduce la actividad PKC. Estos
resultados sugieren que la PKC es un regulador positivo de la activacién de c-Src inducida
por ET-1.

Igualmente, estudiamos también la implicaciéon de las MAPKSs en el aumento en la

produccién de radicales O, y en la expresion de la subunidad p47°"* inducido por ET-1.
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Las MAPKSs son una familia de serina/treonina kinasas que se han asociado clasicamente
en VSMC con procesos de contraccién, migracion, diferenciacion, adherencia, deposito de
colageno, crecimiento y supervivencia celular (Pearson ez al, 2001). De las principales
MAPKs, ERK1/2, p28™** y SAPK/JNK son las mas estudiadas (Pearson et al, 2001).
Diversos autores han descrito que ET-1 es capaz de aumentar el grado de fosforilacion de
MAPKSs en diferentes tipos celulares (Kwon ez al., 2003; Chen ez al., 2003; Kodama e7 al.,
2003; Chu et al,, 2007). Igualmente, se ha descrito que la activacion de MAPKs en
diferentes tipos celulares parece ser dependiente de la activaciéon de c-Src (Luttrell ef al.,
2004; Touyz et al., 2001; Ishida et al., 1998). No obstante, no existen evidencias del papel de
c-Src como regulador previo de la activacion de MAPKSs inducida por ET-1. En esta Tesis
Doctoral observamos, mediante inhibicién farmacolégica de las principales MAPKs en
aorta toracica de rata, que solo la inhibicion de ERK 1/2 es capaz de prevenir el aumento
de la produccién de radicales O, y de la expresién de la subunidad p47°™ inducido por
ET-1. Ademias, ET-1 induce un aumento en la fosforilacion de estas tres MAPKSs
(resultados no mostrados), pero s6lo el aumento de la fosforilacion de ERK 1/2 inducido
por ET-1 es inhibido por la preincubacién de PP2, lo cual nos indica que c-Src esta
implicada en la via de sefalizacién por la que ET-1 aumenta el grado de fosforilacion de
ERK 1/2. Estos resultados contrastan con los resultados obtenidos por Yogi y cols. (2007),
que observan que sélo el aumento de la fosforilacién de p38™** inducido por ET-1 es
inhibido en VSMC de ratones que no expresan el gen para c-Src. Las diferencias
observadas podrian estar relacionadas con el uso de una especie distinta en nuestro estudio
y/o con el uso de una preparacion vascular en la que coexisten tanto VSMC como células
endoteliales.

También hemos encontrado que la PKC regula la fosforilacion de ERK1/2 producida
por ET-1, puesto que el inhibidor selectivo de PKC, celeritrina, suprime la fosforilacion de
esta proteina, posiblemente por su capacidad reguladora de la actividad c-Src.

Por ultimo, la co-incubaciéon con quercetina e isorramnetina también inhibi6 el
aumento de la fosforilaciéon de ERK 1/2 inducido por ET-1, lo cual nos indica que los

efectos de isorramnetina y parte de los efectos de quercetina para inhibir el aumento de la

-127 -



Discusion

produccién de radicales O, v de la expresién de la subunidad p47°" inducidos por ET-1,
son debidos a su capacidad para inhibir la fosforilacion de ERK1/2.

En conjunto estos resultados indican que, ET-1 induce un aumento en la produccién
de radicales O, mediante la sobre-expresion de la subunidad p47°"™ y el posterior
incremento de la actividad NADPH oxidasa y desacoplamiento de la eNOS, lo cual
conduce a una menor biodisponibilidad del NO y a la aparicién de disfuncién endotelial.

En la via de sefializaciéon de este efecto esta implicada la activacion de PKC, de c-Src y
el aumento de la fosforilacién de ERK1/2. Al contratio que para los efectos a corto plazo,
que implican vias de sefalizacién distintas para Ang II y ET-1 en la activacién de la
NADPH oxidasa vascular, los efectos a largo plazo en la regulaciéon de la expresion de las
subunidades de la NADPH oxidasa parece ser similar para estos dos agentes vasoactivos
mediante un mecanismo c-Src dependiente (Touyz 7 al., 2004; Laplante ez al., 2000).

Los flavonoides quercetina y su principal metabolito metilado, isorramnetina,
previenen el aumento en la produccién de radicales O, via NADPH oxidasa y el aumento
en la expresion de la subunidad p47°" inducido por ET-1, evitando la disminucién en la
biodisponibilidad del NO y la aparicién de disfuncién endotelial. Los efectos de quercetina
en la prevenciéon de la disfuncién endotelial inducida por ET-1 7 vitro estan mediados por
su capacidad inhibidora de la PKC, inhibiendo la via de sefializaciéon de ET-1 en su inicio,
mientras que, los efectos de isorramnetina estan mediados por su capacidad para inhibir la
activacién de ERK1/2 inducida por ET-1, inhibiendo la via de sefializacién en un paso

posterior. (Figura 30).
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Activacion Factores de Transcripcion

ERK1/?2 m——) Sintesis de DNA

Figura 30. Esquema de disfuncion endotelial inducida por endotelina-1(E'T-1) y efecto sobre ella de los
flavonoides quercetina ¢ isorramnetina. Cunando E'T-1 se une a sus receptores (ET.4/8) induce la activacion de una
via de sefializacion en la que estd implicada la proteina kinasa C (PKC), la tirosina kinasa no acoplada a receptor
(c-Sre) y la proteina kinasa regulada por seiiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2). La activacion de esta via de
seflalizacion induce una mayor expresion de la subunidad p47v7» de NAD(P)H oxidasa en las células del niisculo
liso vascular y en las célnlas endoteliales, y nuna mayor produccion de anion superdxido (Oz) por activacion de la
NADP)H oxidasa y un desacoplamiento de la dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). Esto se traduce en una
disminncion de la biodisponibilidad de NO y la aparicion de disfuncion endotelial (flechas en aznl). Quercetina e
isorrammetina reducen la sobre-excpresion de p4707, disminuyen la produccion de anidn superdxido y asi aumentan
la biodisponibilidad de NO, mejorando la disfuncion endotelial (flechas en verde), debido a que actiian inhibiendo la
via de senalizacion inducida por E'T-1. Abreviaturas y simbolos: En azul, efectos debidos a disfuncion endotelial.
En verde, efectos debidos a los flavonoides. (+): Activacion.
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3. Limitaciones del estudio.

3.1. Este estudio pretende justificar los efectos protectores del consumo dietético de
quercetina sobre la disfuncién endotelial que aparece en modelos animales asociados a altos
niveles plasmaticos y/o vasculates de ET-1. Sin embatrgo, es conocido que tras la
administracion oral de este bioflavonoides, los niveles plasmaticos de quercetina y de su
metabolito metilado isorramnetina, en forma de genina, son muy bajos, inferiores a los
utilizados en este estudio. Este dato limita el valor fisiolégico de los resultados obtenidos.
Sin embargo, hay que destacar que un reciente estudio de nuestro grupo de investigacion,
demuestra que los metabolitos plasmaticos de quercetina en forma de glucurénido o de
sulfato, previenen la disfuncién endotelial originada en anillos aérticos de rata incubados
con ET-1 durante 4 horas (Lodi ¢ al., 2009). Es posible que en este periodo de incubacion,
estos metabolitos se transformen en geninas libres por acciéon de glucuronidasas y/o
sulfatasas tisulares, tal y como ha sido sugerido previamente por Shimoi y cols. (2001). Esta

hipétesis debera ser constatada en estudios posteriores.

3.2. Para el analisis de la via de sefalizaciéon de ET-1 se han utilizado farmacos
inhibidores selectivos de PKC, c-Src y MAPKS. Estudios paralelos en los que se regula a la
baja la expresion de PKC, por ejemplo, mediante estimulaciéon continua con PMA durante
24 horas, o en los que se consigue un silenciamiento génico de ¢-Src 0 ERK1/2 en aorta de
rata, mediante la tecnologia de si-ARNm, nos permitirfan confirmar la participacion de

estas proteinas en el aumento de la actividad NAD(P)H oxidasa inducido por ET-1.

3.3. Hemos demostrado que la ET-1 produce un aumento en la expresiéon de la
subunidad p47""> de la NAD(P)H oxidasa. Esta subunidad citosélica aumenta la actividad
de este sistema enzimatico unicamente cuando se transloca a la membrana y se une al resto
de componentes membranales (Nox y p22°™). En nuestro estudio se ha demostrado

unicamente la cantidad total de proteina, pero no si esta localizada en forma activa en la
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membrana celular. Para ello, serfan necesarios estudios en los que se separan las fracciones

citosélica y membranal de esta subunidad p47™** y/o estudios de co-precipitacién de
hos hos , . ., hox .

p477 7 -p227" que aclararfan el grado de participacion de p47™™ en el incremento de la

actividad de este sistema generador de O, inducido por ET-1.
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1. La ET-1 reduce la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio inducida
por acetilcolina e incrementa la respuesta vasoconstrictora de fenilefrina, en
anillos aorticos de rata. Esta disfunciéon endotelial se debe al aumento de la
produccion vascular de radicales O, procedentes del sistema NAD(P)H oxidasa

y de la eNOS desacoplada.

2. El desacoplamiento de la eNOS es un acontecimiento posterior al aumento de la
actividad NAD(P)H oxidasa inducido por ET-1, que deriva de la sobreexpresion

de la subunidad citosdlica p47ph°x.

3. La via de senalizacion de ET-1 para aumentar la generaciéon de radicales O, a
través del sistema NAD(P)H oxidasa incluye, de forma secuencial, la activacion

de PKC, c-Stc y ERK1/2.

4. El flavonoide quercetina y su metabolito plasmatico, isorramnetina, previenen la
disfuncién endotelial originada por ET-1. Este efecto esta relacionado con la
reducciéon de la generacion de radicales O,, mediada por la inhibiciéon de la
sobreexpresion de la subunidad citosélica p47™>, que conduce a una menor
actividad NAD(P)H oxidasa y el consiguiente menor desacoplamiento de la

eNOS.

5. El efecto preventivo de quercetina sobre la disfuncion endotelial inducida por
ET-1, se debe a su capacidad inhibidora de PKC, mientras que isorramnetina
actia en un paso posterior en la via de sefializacion, inhibiendo la proteina kinasa

activada por mitégeno, ERK1/2.
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1. ET-1 reduces endothelium-dependent relaxant response to acetylcholine and
increase the vasoconstrictor response to phenylephrine in rat aortic rings. This
endothelial dysfunction is due to increase vascular O, production via NAD(P)H

oxidase and uncoupled eNOS.

2. The eNOS uncoupling is a following step to increase NAD(P)H oxidase activity

induced by ET-1, which is due to up-regulation of its citosolic subunit p47°"™,

3. The signaling pathway for ET-1 to lead increased vascular O, generation
through NAD(P)H oxidase involves, in a sequential manner, PKC, c¢-Src and
ERK1/2 activation.

4. The flavonoid quercetin and its cytoplasmic metabolite isorhamnetin prevent
ET-1-induced endothelial dysfunction. This effect is related with the reduction of
vascular O, production through down-regulation of the citosolic subunit p47™>,
which result to reduced NAD(P)H oxidase activity and the subsequent lesser

eNOS uncoupling.

5. The preventive effect of quercetin in endothelial dysfunction induced by ET-1 is
related to its ability to inhibit PKC, whereas isorhamnetin acts downstream of
PKC in the signaling pathway, inhibiting the mitogen-activated protein kinase,
ERK1/2.
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