UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

Polifenoles del vino tinto y alteraciones

vasculares inducidas por endotelina-1.

Tesis Doctoral para aspirar

al Grado de Doctor que presenta la
Licenciada Diia. Rocio Lépez Sepulveda
2010



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Rocio Lépez Sepulveda

D.L.: GR 3083-2010

ISBN: 978-84-693-3302-0






D. Julio Galvez Peralta, Catedritico y Director del Departamento de

Farmacologia de la Universidad de Granada,
Certifica: que la Tesis Doctoral titulada “Polifenoles del vino tinto y alteraciones
vasculares inducidas por endotelina-1”, ha sido realizada por la Licenciada en

Farmacia Dfia. Rocio Lépez Sepulveda, en los laboratorios de este Departamento.

Y a los efectos legales se firma la siguiente constancia en Granada, a 7 de abril de

2010.

Dr. Julio Gélvez Peralta






D. Juan Manuel Duarte Pérez y Dna. Rosario Jiménez Moledén, Catedratico y
Profesora Titular respectivamente del Departamento de Farmacologia de la

Universidad de Granada, como Directores,

Certifican: que la Tesis Doctoral titulada “Polifenoles del vino tinto y alteraciones
vasculares inducidas por endotelina-1”, presentada por la Licenciada en Farmacia
Difa. Rocio Lépez Sepulveda, reune todos y cada uno de los requisitos necesarios

para optar al Grado de Doctor.

Y a los efectos legales se firma la siguiente constancia en Granada, a 7 de abril de

2010.

Dr. Juan Manuel Duarte Pérez Dra. Rosario Jiménez Moledn






Abreviaturas

Abreviaturas empleadas.

Aa Aminoécido. DAD Detector Diode Array.
Ach Acetilcolina. DAG Diacilglicerol.
Akt Protein kinasa B. DAPI Dilactato de 4°,6-diamidino
-2-fenilindol.
AMPc  Adenosin monofosfato DHE Dihidroetidio.
ciclico.
Ang Il Angiotensina . DMSO Dimetilsulfoxido.
Apo Apocinina. DNA Acido desoxirribonucleico
BH,4 Tetrahidrobiopterina. DOC Desoxicortecosterona.
Big-ETs Endotelinas de DOCA Acetato de
37-41 aminoéacidos. deoxicorticosterona
CAT Catalasa. DPI Difeniléniodonio.
cDNA  DNA complementario. DTT Ditiotreitiol.
CMLV  Células Del masculo liso ECE Enzima convertidora de
vascular endotelina.
COX Ciclooxigenasa. EDTA Acido etilendiamino
tetracético.
c-Src  Tirosin kinasa EGTA Acido etilenglicol-bis(p-
independiente de receptor aminoetil éter)-N,N,N’,N’-
c-Src. tetracético.
CuZn-  SOD dependiente de eNOS Oxido nitrico sintasa

SOD cobre y cinc. endotelial.



Abreviaturas

ER

ERK 1/2

ETs

ET-1

ET-2

ET-3

FCDE

FCVE

FHDE

GMPc

GPX

GSH

GST

HEPES

receptor estrogénico.

Kinasas reguladas por
sefales extracelulares 1/2.

Endotelinas.

Endotelina 1.
Endotelina 2.
Endotelina 3.
Factores contractores

derivados de endotélio.

Factor de crecimiento
vascular endotelial.

Factor hiperpolarizante
derivado de endotelio

Guanosin monofosfato
ciclico.

Glutation peroxidasa.

Glutation.

Glutation S-transferasa.

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

H,0,

HPLC

HTA

HUVEC

ICAM-1

IGF

IP;

JNK

LDL

L-NAME

MAPKSs

MDA

MLCK

Peroxido de hidrogeno.

Cromatografia liquida de alta
resolucion.

Hipertension arterial.

Células endoteliales de vena
umbilical humana.

Molécula de adhesion
intrecelular-1.

Factor de crecimiento de
insulina.

Inositol trifosfato.
Kinasa c-jun-NH,-terminal.
Lipoproteinas de baja

densidad.

N®-nitro-L-arginina metil
éster.

Molar.

Protein kinasas activadas por
mitoégeno.

Malonildialdehido.

Kinasa de cadenas ligeras de
miosina.



Abreviaturas

MPMs

MT1-
MPM

Mn-
SOD

MRNA

NADPH

NF-kp

NO

NOS

Oy

OH"
ONOO’
OVvX
PEG-

SOD

PGs

Metaloproteasas de matriz.

Metaloproteinasa de
membrana tipo 1.

SOD dependiente de
manganeso.

Acido ribonucleico
mensajero.

Nicotinamin adenin
dinucledtido fosfato.

Factor de transcripcion
nuclear kf3.

Oxido nitrico.

Oxido nitrico sintasa.

Radical superoxido.

Radical hidroxilo.

Peroxinitrito.

Ratas ovariectomizadas.

Polietilenglicol-SOD

Prostaglandinas.

PGI;

PKB

PKC

PMA

PMSF

PPAR

PAS

PVDF

Rac-1

RNA

ROS

r.p.m.

RT-PCR

RWPs

Prostaciclina.

Protein kinasa B = Akt.
Protein kinasa C.
12-miristato 13-acetato

forbol.

Fluoruro de fenil-metil-
sulfonilo.

Receptor para el activador de
la proliferacion de
peroxisomas.

Presion arterial sistdlica.

Fluoruro de polivinilideno.

Proteina G de bajo peso
molecular Rac 1.

Acido ribonucleico.

Especies reactivas de
oxigeno.

Revoluciones por minuto.
Transcriptasa inversa-
reaccion de la polimerasa en

cadena.

Polifenoles del vino tinto.



Abreviaturas

SAPK/
JINK

SDS

SEM

SHR

SNC

SOD

SP-SHR

SRA

TBARS

Proteina kinasa activada por
estrés/c-Jun N-terminal
kinasa =JNK.

Dodecilsulfato sédico.

Error estandar de la media

Rata espontaneamente
hipertensa.

Sistema nervioso central.
Superoxido dismutasa.
Rata espontaneamente

hipertensa con tendencia a
infarto cerebral.

Sistema renina angiotensina.

Substancias reactivas del
acido tiobarbitdrico.

TBS-T

TGF-p

TNF-a

TRIS

TXA;

VCAM-1

XO

WKY

Tampén Tris salino
tamponado al 0,1% de Tween
20.

Factor de crecimiento
transformante .

Factor de necrosis tumoral a.

Tris (hidroximetil)
aminometano.

Tromboxano A,.

Molécula de adhesion a
células vasculares 1.

Xantina oxidasa.

Ratas Wistar Kyoto.



Indice.







Indice

INTRODUCCION 1
1. Polifenoles del vino tinto 3
1.2. Evidencias epidemiolodgicas de la proteccion cardiovascular 3
1.3. Efectos cardioprotectores de los polifenoles del vino tinto (RWPs, Red
Wine Polyphenols) 6
1.3.1. Efectos antioxidantes 7
-Efectos sobre las subunidades de la NADPH oxidasa 8
-Efectos sobre las lipoproteinas de baja densidad 9
-Efecto prooxidante 10
1.3.2. Efectos sobre las lipoproteinas de alta densidad 10
1.3.3. Efectos sobre las células del musculo liso vascular 11
-Efectos sobre la proliferacion y la migracion 11
-Efectos sobre la angiogénesis 13
-Efectos sobre el FCVE 14
1.3.4. Efectos sobre la agregacion plaquetaria 15
1.3.5. Efectos sobre la funcion endotelial 16
-Los polifenoles inducen incremento de la expresion de eNOS 17
-Los polifenoles inducen un incremento en la actividad de la eNOS 18
-Papel del Ca** intracelular 19
-Papel de la via PI3kinasa/Akt 19
-Los RWPs inducen relajacion mediada por FHDE 20
-Los RWPs inducen una mayor liberacion de prostaciclinas de células
endoteliales 20
-Los RWPs inducen inhibicion de la sintesis endotelial de ET-1 21

-Efectos de los RWPs sobre la produccion de tromboxano A, (TXA) 22



Indice

-Efectos de los RWPs sobre el receptor estrogénico (ER, Estrogenic
Receptor) a en el endotelio
1.3.6. Efectos antihipertensivos
1.4. Biodisponibilidad y metabolismo de los RWPs

2. Hipertension DOCA-sal o hipertensién Volumen dependiente
2.1. Generalidades de la hipertension DOCA-sal
2.2. Patogeénesis de la hipertension DOCA-sal
2.3. Alteraciones anatomopatoldgicas de la hipertension DOCA-sal
2.4. Reactividad Vacular en la hipertensién DOCA-sal

2.5. Estrés oxidativo e hipertension DOCA-sal

3. Hipertension SHR (Spontaneously Hypertensive Rats)
3.1. Generalidades de la hipertensién SHR
3.2. Patogeénesis de la hipertension SHR
3.3. Alteraciones anatomopatologicas de la hipertension SHR
3.4. Reactividad Vascular en la hipertensiéon SHR
3.5. Estrés oxidativo e hipertension SHR

4. Endotelina-1
4.1. Biosintesis, regulacion y lugares de generacion

4.2. Receptores de ET-1
4.3. Disfuncion endotelial y ET-1

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

JUSTIFICATION AND AIMS

23

23
27

30
30
31
32
33
36

38
38
39
40
42
43

46

46

49
52

55

63



Indice

MATERIAL Y METODOS 71
1. Estudios in vivo 73
1.1. Polifenoles objeto de estudio 73
1.2. Animales y grupos experimentales 74
1.2.1. Experimento I: Efectos de los RWPs sobre la hipertension
DOCA-sal [
1.2.2. Experimento I1: Efectos de los RWPs sobre ratas SHR con
deficiencia estrogénica 76
1.3. Medida de la presion arterial 76
1.4. Parametros morfolégicos 77
1.5. Determinaciones plasmaticas (experimento I) 77
1.5.1. Determinacion del nivel de peroxidacion lipidica 77
1.5.2. Determinacion de los niveles de ET-1 78
1.5.3. Niveles de polifenoles en plasma 78
1.6. Determinaciones en orina 79
1.6.1. Determinacién de 8-iso-prostaglandina (iso-PG) Fl. 79
1.6.2. Proteinuria 79
1.7. Deteccidn in situ de la produccion vascular de O,~ 80
1.8. Actividad NADPH oxidasa (experimento I) 81
1.9. Western blot 82
1.10. Reaccion en cadena de la polimerasa 84
1.11. Estudios de reactividad vascular 85
1.12. Reactivos 87
1.13. Analisis estadistico 87
2. Estudios in vitro. Efectos de los RWPs sobre la disfuncion endotelial »

inducida por ET-1



Indice

2.1. Polifenoles objeto de estudio 88
2.2. Animales de experimentacion 88
2.3. Procedimiento general de la técnica y preparacion del tejido 88
2.4. Estudios de reactividad vascular 89
2.5. Deteccion in situ de la produccion vascular de O;” 91
2.6. Actividad NADPH oxidasa 91
2.7. Western Blot 92
2.8. Reaccion en cadena de la polimerasa 93
2.9. Reactivos 93
2.10. Andlisis estadistico 93
RESULTADOS 95
1. Efectos de los RWPs sobre la hipertension DOCA-sal. 97
1.1. Efectos sobre la presion arterial. 97
1.2. Efectos sobre las variables morfoldgicas y la proteinuria. 98
1.3. Efectos sobre la concentracion de polifenoles en plasma. 99
1.4. Efectos sobre los niveles plasmaticos de ET-1. 100
1.5. Efectos sobre el estrés oxidativo sistemico. 101
1.6. Efectos sobre la produccion vascular in situ de O,". 102
1.7. Efectos sobre la actividad NADPH oxidasa. 104
1.8. Efectos sobre la expresion génica y proteica de subunidades de la
NADPH oxidasa. 105
1.9. Efectos sobre la funcion endotelial ex vivo. 106
2. Efectos de los RWPs sobre ratas SHR ovariectomizadas. 108
2.1. Efectos sobre la presion arterial. 108
2.2. Efectos sobre las variables morfoldgicas. 109

2.3. Efectos sobre el estrés oxidativo sistémico. 110



Indice

2.4. Efectos sobre la produccién in situ de O, en aorta de rata.
2.5. Efectos sobre la expresion génica y proteica de eNOS, caveolina-1,
p47P"* p22PM%X y receptor AT-1 en aorta de rata.

2.6. Efectos sobre la reactividad adrtica ex vivo.

3. Efectos del RWPs sobre la disfuncion endotelial provocada por ET-1 in
vitro.
3.1. Efectos sobre la disfuncion endotelial.
3.2. Efectos sobre la produccién de O,".
3.3. Efectos sobre la actividad NADPH oxidasa.
3.4. Efectos sobre la expression génica y proteica de p47P"% p22P"%X
eNOS, y caveolina-1.
3.5. Papel del receptor estrogénico y del receptor activado por el
proliferador de peroxisoma.
3.6. Papel de las Kinasas reguladas por sefiales extracelulares.
3.7. Papel protector de polifenoles aislados de la mezcla de RWPs frente a
la disfuncion endotelial inducida por ET-1.

DISCUSION

1. Efectos preventivos de los RWPs sobre la hipertension DOCA-sal.

2. Efectos de los RWPs en SHR ovariectomizadas.

3. Efectos de los RWPs sobre la disfuncion endotelial inducida por ET-1.
CONCLUSIONES

CONCLUSIONS

BIBLIOGRAFIA

110

112

116

119

119
122
124

125

126

128

129

131
133

139

143

149

153

157






Indice de Figuras y Tablas

FIGURAS
Figura 1. Efectos agudos dependientes de endotelio de los polifenoles. 26
Figura 2. Sintesis, regulacién y acciones vasculares de ET-1. 51

Figura 3. Componentes de la mezcla polifendlica utilizada para los

. 73
experimentos.

Figura 4. Efectos del tratamiento crénico con RWPs (A) o apocinina (B)
sobre la evolucion en el tiempo de la presion arterial sistolica, medida por 97

pletismografia en los diferentes grupos del experimento 1.

Figura 5. Efectos del tratamiento crénico con RWPs o apocinina sobre los

niveles plasmaticos de ET-1 en los diferentes grupos del experimento I. 100

Figura 6. Efectos del tratamiento crénico con RWPs o apocinina sobre los
niveles plasmaticos de MDA (A) y la excrecion urinaria de iso-PGF2a en 24 101

horas (B) en los diferentes grupos del experimento |.

Figura 7. Efectos del tratamiento crénico con RWPs o apocinina en la
produccién de O;" en anillos adrticos de los diferentes grupos del experimento
I. (A) Microfotografias mostrando la localizacion in situ de la produccién de
O," en anillos aodrticos y el efecto de los RWPs y la apocinina sobre la 103
produccion vascular de radicales superoxido mediante DHE y DAPI. (B)
Valores promedio de la fluorescencia roja del etidio normalizada respecto a la

fluorescencia azul del DAPI.

VI



Indice de Figuras y Tablas

Figura 8. (A) Efectos de los RWPs y la apocinina sobre la actividad NADPH
oxidasa medida por luminiscencia con lucigenina en anillos adrticos de los
diferentes grupos del experimento | y (B) en homogenados de cultivos

celulares de musculo liso vascular.

Figura 9. Expresion vascular genética y proteica de subunidades de la
NADPH oxidasa. (A) productos representativos de RT-PCR (p22phox y
p47phox) de RNA total extraido de arterias de los diferentes grupos del
experimento . (B) Expresion proteica de p47phox total en anillos aorticos de
los diferentes grupos del experimento 1.

Figura 10. Efectos del tratamiento crénico con RWPs o apocinina en la
funcion vascular de los diferentes grupos del experimento 1. Curva
concentracion-respuesta relajante a acetilcolina (A 'y B) y a NPS (C y D) en
anillos aorticos precontraidos con noradrenalina con o sin endotelio,

respectivamente.

Figura 11. Efectos del tratamiento crénico con RWPs sobre la evolucion en el
tiempo de la presion arterial sistélica medida por pletismografia en la cola en

los diferentes grupos del experimento II.

Figura 12. Efectos de los RWPs en la excrecion urinaria de iso-PGF,, en 24

horas en los diferentes grupos del experimento I1.

Figura 13. Efectos de los RWPs en la produccion de O, en anillos adrticos
de los diferentes grupos del experimento Il. (A) Microfotografias mostrando
la localizacion in situ de la produccion de O, en anillos aorticos y el efecto de
los RWPs sobre la produccion vascular de radicales superoxido mediante

VIl

104

105

107

108

110

111



Indice de Figuras y Tablas

DHE y DAPI. (B) Valores promedio de la fluorescencia roja del etidio

normalizada respecto a la fluorescencia azul del DAPI.

Figura 14. Efectos de los RWPs en la expresion de eNOS (A 'y B) y
caveolina-1 (C y D) a nivel de mRNA por RT-PCR (A y C) y proteico por 113

Western blot (B y D) en los diferentes grupos del experimento I1.

Figura 15. Efectos de los RWPs en la expresion de las subunidades de la
NADPH oxidasa p22phox (A y B) y p47phox (C y D) a nivel de mRNA por

RT-PCR (A 'y C) y proteico por Western blot (B y D) en los diferentes grupos 114
del experimento II.
Figura 16. Efectos de los RWPs sobre la expresion del receptor AT-1 a nivel
de mRNA por RT-PCR (A) y proteico por Western blot (B) y en la respuesta
115

vasoconstrictora adrtica a Ang Il en anillos aorticos (C) de los diferentes

grupos del experimento I1.

Figura 17. Efectos de los RWPs en la respuesta relajante vascular inducida
por Ach (A) o NPS (B) en aortas precontraidas con fenilefrina en los 116

diferentes grupos del experimento 1.

Figura 18. Efectos de los RWPs en las respuestas contractiles vasculares
inducidas por fenilefrina en ausencia (A) o presencia (B) de L-NAME en los 117

diferentes grupos del experimento 1.

Figura 19. Efectos de los RWPs (A) o de la apocinina (B) sobre la disfuncion
endotelial inducida por ET-1 en anillos adrticos de rata. Curva concentracion- 120

respuesta relajante a acetilcolina en anillos adrticos precontraidos con



Indice de Figuras y Tablas

fenilefrina.

Figura 20. Efecto de los RWPs en la respuesta relajante a NPS en anillos
aorticos de rata, incubados con ET-1, desprovistos de endotelio y

precontraidos con fenilefrina.

Figura 21. Efectos de los RWPs en la produccién de O, en anillos
incubados con ET-1 durante 4 horas. (A) Microfotografias mostrando la
localizacion in situ de la produccion de O, en anillos adrticos y el efecto de
los RWPs sobre la produccion vascular de radicales superoxido mediante
DHE y DAPI. (B) Valores promedio de la fluorescencia roja del etidio

normalizada respecto a la fluorescencia azul del DAPI.

Figura 22. Efectos de los RWPs sobre la actividad NADPH oxidasa en

anillos incubados con ET-1.

Figura 23. Efectos de los RWPs en la expresion de p22phox (A y E),
p47phox (B y E), eNOS (C y E) y caveolina-1 (D y E) a nivel de mRNA por
RT-PCR (A y C) y proteico por Western blot de p47phox (F) en anillos

incubados con ET-1.

Figura 24. Papel del receptor estrogénico (ER) (A) y del receptor activado
por proliferador de peroxisoma (PPAR) y (B) sobre el efecto protector de los
RWPs en la disfuncion endotelial inducida por ET-1 en anillos adrticos de

rata.

Figura 25. Efectos de los RWPs sobre la fosforilacion de kinasas reguladas

por sefiales extracelulares (ERK1/2) inducida por ET-1.

121

123

124

125

127

128



Indice de Figuras y Tablas

Figura 26. Efectos de epicatequina (A), catequina (B) y resveratrol (C) sobre

la disfuncion endotelial inducida por ET-1 en anillos adrticos de rata.

Respuesta relajante vascular inducida por Ach en aortas precontraidas con 130
fenilefrina.
TABLAS
Tabla 1. Peso corporal y de 6rganos. indices cardiaco y renal. Proteinuria.

. 98
Experimento |.
Tabla 2. Peso corporal y de 6rganos. Indices cardiaco y renal. Experimento Il. 109
Tabla 3. Parametros de las curvas concentracion-respuesta a factores

118

vasoactivos. Experimento I1.

Xl






Introduccion.







Introduccion

1. Polifenoles del vino tinto.

El consumo de dietas ricas en frutas y verduras ha demostrado, tanto en estudios
epidemiol6gicos como de intervencion, que reduce la morbi-mortalidad cardiovascular
(Lorgeril et al., 1999, Broekmans et al., 2001). Por ello, la American Heart Association
recomienda la ingesta de frutas y verduras como parte del tratamiento de los pacientes
en riesgo de cardiopatia isquémica (National Cholesterol Education Program, 2002). El
efecto beneficioso de estas dietas se ha atribuido, al menos en parte, a la presencia de
polifenoles. Varios estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo habitual y
moderado de vino, concretamente de vino tinto, presenta efectos beneficiosos sobre la
morbilidad y mortalidad cardiovascular (Frankel et al., 1993, Maxwell et al., 1994,
Aviram et al., 2002). El vino tinto es rico en compuestos polifendlicos (flavonoides,
antocianos, estilbenos y acidos hidroxicindmicos), principales candidatos para explicar
su efecto cardioprotector. Se ha sugerido que los compuestos polifendlicos presentes en
el vino podrian ser los responsables de la paradoja francesa, es decir, de la menor tasa
de mortalidad por cardiopatia isquémica que se observa en Francia, a pesar de su

elevado consumo de grasas saturadas (St Leger et al., 1979, Truelsen et al., 1998).

1.2. Evidencias epidemiologicas de la proteccion cardiovascular.

Estudios epidemioldgicos nos indican que el consumo bajo o moderado de bebidas
alcoholicas reduce la mortalidad (de Lorimier, 2000). Un consumo de alcohol en exceso
es uno de los principales factores de riesgo de hipertension y la segunda causa mas
importante de pérdida de afios de vida ajustados por discapacidad en el mundo (Lépez
et al., 2006). Sin embargo, el consumo moderado de alcohol muestra un efecto protector
contra varias enfermedades cardiovasculares (Athyros et al., 2008). Varios son los
mecanismos que ayudan a explicar el efecto cardioprotector del consumo moderado de
bebidas alcohdlicas, uno de esos mecanismos implica la habilidad del alcohol para
incrementar los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Schroder et al., 2005),

otro implicaria la capacidad del alcohol para actuar mediante mecanismos
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Introduccion

antitrombdticos (Wannamethee et al., 2003), habiendo una relacion inversa entre los
niveles de fibrindgeno y el consumo de alcohol. Por ultimo, también hay estudios que
demuestran efectos antiaterogénicos (Femia et al., 2006).

En un reciente estudio de cohortes se ha observado un incremento significativo del
riesgo de hipertension solo con el consumo de cerveza, licores y vino blanco, mientras
que el consumo de vino tinto no mostrd ningun efecto significativo (Sesso et al., 2008).
Este estudio esta en la misma linea que otro publicado muy reciente llevado a cabo en
nuestro pais (Nufiez-Cordoba et al., 2009), donde se evalud la relacion entre el tipo, la
cantidad y la frecuencia de bebida alcohdlica y la incidencia de hipertension. El estudio
de Seguimiento Universidad de Navarra (SUN), es una cohorte prospectiva de
graduados universitarios en Espafia. En esta cohorte prospectiva mediterranea, el
consumo total de alcohol pero no el patron de consumo (dias de consumo/semana) se
asocio de manera clara con el riesgo de hipertension. Por otro lado, se observo que los
individuos con preferencia por cerveza y licores tenian un riesgo de hipertensién mayor
gue quienes mostraban preferencia por el vino tinto.

Estos resultados sostienen la hipdtesis de que hay un efecto beneficioso del vino
tinto en comparacion con otras bebidas alcohdlicas, en particular, el consumo de vino
tinto esta inversamente asociado con la mortalidad por enfermedad cardiovascular
(Gronbaek, 2002), y los efectos protectores se observan a partir de un consumo de 300
mL vino al dia (Rotondo et al., 2001). Esto se ha visto incluso en pacientes con
problemas cardiovasculares como aclard el estudio “Lyon Diet Heart”, que se inicio en
1988 y supuso una oportunidad Unica para examinar la asociacion entre el consumo de
vino y el riesgo de complicaciones cardiovasculares en una cohorte homogénea de
hombres franceses de mediana edad que hacia 2 meses que habian sufrido un infarto
agudo de miocardio (de Lorgeril et al., 1999). Este estudio mostré que el consumo
moderado de vino tinto se asocié con una reduccion significativa del riesgo de

complicaciones cardiovasculares en estos pacientes (de Lorgeril et al. 2002).
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Podriamos pensar en atribuir estos efectos beneficiosos encontrados a factores de
confusion relacionados con los habitos dietéticos u otros estilos de vida, sin embargo, en
el estudio SUN se observé que habia un patrén dietético similar entre los bebedores de
vino tinto y el resto de participantes (Alcacera et al., 2008), lo que sugiere que el efecto
cardioprotector de esta bebida se debe a la implicacion de componentes propios del vino
tinto distintos del alcohol como son los polifenoles.

Se tienen noticias de observaciones de este fendmeno ya en 1819, cuando Samuel
Black atribuyo efectos beneficiosos al habito francés de consumir vino tinto con las
comidas, mientras que el primer estudio cientifico lo publicé Cabot en 1904. La primera
comparacion sobre la mortalidad por enfermedad coronaria en paises donde
preferentemente se consumia vino frente a aquéllos donde se consumia cerveza tuvo
lugar 75 afios después. St. Leger et al., (1979) fueron los primeros en demostrar una
fuerte relacion inversa entre el consumo del vino y la mortalidad por la enfermedad
cardiaca isquémica basada en datos epidemioldgicos de 18 paises americanos Yy
europeos desarrollados. Sus resultados fueron confirmados por analisis restrospectivos
posteriores (Criqui y Ringel 1994). Paralelamente, se demostré que en las poblaciones
de Francia y Suiza, a pesar de existir una distribucion similar de factores de riesgo
coronarios tales como presion arterial alta, hipercolesterolemia, alto indice de masa
corporal y tabaquismo, la mortalidad por enfermedad cardiaca coronaria era mas baja en
comparacion a otros paises industrializados. Estos resultados fueron correlacionados
positivamente con una ingesta elevada de vino en los paises mencionados (Renaud et
al., 1992), fundamentando la llamada “paradoja francesa”.

Renaud et al., (1992) introdujeron dicho término para subrayar la baja tasa de
mortalidad por enfermedad isquémica cardiaca en Francia a pesar de la alta cantidad de
grasas saturadas en su dieta, lo que usualmente se asocia con un incremento en la
mortalidad por enfermedad cardiaca coronaria (Renaud et al., 1992, Howard et al.,
2002, Saucier et al., 1999, Araim et al., 2002.). Atribuyeron este hecho inusual al

consumo de vino tinto basandose en los descubrimientos del proyecto MONICA
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(MONItoring system for CArdiovascular disease), un programa organizado por la
Organizacién Mundial de la Salud. Investigadores de 21 paises estudiaron a més de 7
millones de hombres y mujeres (entre 35 y 64 afios de edad) de 37 poblaciones
mayoritariamente europeas durante un periodo de 10 afios, desde mediados de los 80
hasta mediados de los 90. Los investigadores observaron una tasa de mortalidad por
enfermedad cardiaca coronaria menor en Francia comparado con el Reino Unido y los
Estados Unidos, a pesar del alto consumo de grasas saturadas y de unos niveles de
colesterol en plasma similares. Ademas, otros factores de riesgo como la presion
sanguinea, el indice de masa corporal y el consumo de tabaco en Francia eran similares
a lo que habia en otros paises industrializados (Woodward et al., 1999). Aunque Francia
e Italia habian reducido a la mitad su consumo de vino respecto de los afios sesenta, y la
media en el momento del proyecto era de 67 y 57 L/persona/afio, respectivamente, aun
asi estos paises seguian teniendo una ingesta mucho mayor a la del Reino Unido y los
Estados Unidos, donde el consumo se hallaba entre 12 y 5 L/persona/afio,

respectivamente (Yarnell y Evans 2000).

1.3. Efectos cardioprotectores de los polifenoles del vino tinto
(RWPs, Red Wine Polyphenols).

De las numerosas acciones que presentan los compuestos polifendlicos del vino
tinto, se ha propuesto que son sus efectos antioxidantes, antiagregantes, vasodilatadores
y antiangiogénicos (Stoclet et al., 2004) los que podrian explicar el efecto beneficioso
del consumo moderado de vino tinto en la patologia cardiovascular. Muchos estudios
han intentado determinar cual de los compuestos polifendlicos (Alvarez-Sala et al.,
2000) es el responsable de estos efectos, aunque también cabe la posibilidad de que se

necesite el espectro total de fenoles en el vino tinto.
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1.3.1. Efectos antioxidantes

La hipdtesis mas popular sobre el mecanismo por el que se dan los efectos
beneficiosos de los polifenoles implica el efecto antioxidante directo, a traves de su
interaccion con el superdxido (O;7) y otras especies reactivas de oxigeno como los
radicales hidroxilo (OH") y peroxilo (Hu et al., 1995, Nijveldt et al., 2001).

Una mezcla de RWPs fue capaz de restablecer la relajacion en arteria femoral a
acetilcolina (Ach) tras ser abolida por perdxido de hidrégeno (H20,) (Zenebe et al.,
2002). Este descubrimiento claramente demostrd6 que los RWPs tienen efectos
antioxidantes in vitro. Ademés, los RWPs afectaron parcialmente la curva
concentracion respuesta del donador de 6xido nitrico (NO, Nitric Oxide), nitroprusiato
sodico (NPS), en anillos sin endotelio. Ambos efectos mostraron la capacidad de los
RWPs para proteger al NO de la destruccion por radicales libres, lo que resulta en la
mejora de las respuestas vasorrelajantes.

De acuerdo con estos resultados, Diebolt et al., (2001) demostraron que el efecto
relajante de los compuestos polifendlicos del vino tinto implican un mecanismo sensible
a captadores de anion O," y Schuldt et al., (2000) expusieron que los polifenoles eran
capaces de captar radicales libres del oxigeno dentro de un limite, lo que llevaba a un
incremento en los niveles de NO. Aunque varios autores han visto que los compuestos
polifendlicos con efecto antioxidante y aquellos con efecto vasorrelajante difieren en
estructura, los RWPs pueden poseer tanto propiedades antioxidantes como
vasorrelajantes.

Nigdikar et al., (1998) demostraron que el vino blanco podia tener efectos
prooxidantes, esto nos lleva a la conclusion de que es el vino tinto, y no el blanco, el
que tiene una importante actividad antioxidante por el alto contenido en polifenoles.
Con lo que, aunque el alcohol pueda contribuir al efecto cardioprotector, el principal
efecto protector viene de los polifenoles. Todo esto demostraria por qué un extracto
fenolico sin alcohol obtenido de vino tinto puede tener efectos similares al vino tinto en
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Un problema contra la hipdtesis de los efectos beneficiosos antioxidantes de los
polifenoles en enfermedades vasculares es que compuestos con idénticas propiedades
antioxidantes tienen diferentes efectos. Sin embargo, esto podria explicarse por la
capacidad de algunos polifenoles de activar enzimas antioxidantes o de inhibir enzimas
como la 15-lipoxigenasa, el citocromo p450, la mieloperoxidasa (Fuhrman et al., 2001),
la xantina oxidasa y la nicotinamin adenin dinucleé6tido fosfato (NADPH) oxidasa
(Nijveldt et al., 2001; Orallo et al., 2002), enzimas que pueden generar grandes

cantidades de especies reactivas del oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species).

Efectos sobre las subunidades de la NADPH oxidasa.

La NADPH oxidasa esta considerada como el mayor sistema enzimatico productor
de O, en la vasculatura. El incremento de la produccion vascular de O," a través del
sistema NADPH oxidasa se ha visto implicado como un factor importante en la
patogénesis de aterosclerosis y enfermedad coronaria arterial (Sorescu et al., 2002,
Jaimes et al.,, 2004, Vendrov et al.,, 2007). Recientemente, se ha informado del
incremento en la expresion de p47phox en el endotelio vascular en humanos adultos
obesos 0 con sobrepeso, 1o que se ha relacionado con las alteraciones vasculares que
acompafan a esta patologia (Silver et al., 2007). Se ha visto que en modelos animales
de hipertension inducida por angiotensina Il (Ang 1), polifenoles contenidos en el vino
tinto, previenen la sobreexpresion de las subunidades de la NADPH oxidasa: p22phox y
p47phox (Sarr et al., 2006, Sanchez et al., 2007). Este grupo recientemente (Romero et
al., 2009) ha demostrado que la endotelina (ET)-1 activa la NADPH oxidasa mediante
la sobrerreguacion de la subunidad p47phox en ratas, lo que contribuia a una mayor
produccién de O,". La quercetina, uno de los polifenoles presentes en el vino tinto, era
capaz de prevenir dicho aumento en la produccién vascular de O, reduciendo la

sobreexpresion de esa subunidad.
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La protein kinasa C (PKC) es una enzima fundamental para la activacion de la
NADPH oxidasa (el Benna et al., 1994) ya que es la responsable de fosforilar la
p47phox, paso limitante para que la NADPH oxidasa se active. Otra posible via para
disminuir la actividad de la NADPH oxidasa consistiria pues en inhibir la actividad
PKC vy son varios los autores que haciendo estudios en plaguetas han descrito
polifenoles con esta capacidad (Pignatelli et al., 2006, Nardini et al., 2000). La ET-1
es un potente estimulador de la PKC (Takenaka et al., 1993), en el mismo estudio ya
mencionado de Romero et al., (2009) se vio como la quercetina reducia de manera
significativa el incremento en la actividad PKC producido por ET-1, previniendo de este

modo el aumento en la produccion de O,".

Efectos sobre las Lipoproteinas de baja densidad.

Se ha visto que el consumo de vino (Fuhrman et al., 1995), de RWPs (Nigdikar et
al., 1998) o mosto de uva tinta (Stein et al., 1999) incrementa la capacidad antioxidante
del plasma y reduce la oxidabilidad de las lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low
Density Lipoproteins) circulantes. La oxidacion de las LDL es un proceso clave en la
aterogénesis (Sumpio et al., 2004), con lo que resulta de gran importancia cémo los
polifenoles reducen la sensibilidad de las LDL a la peroxidacion. Hubo un estudio
(Fuhrman et al., 1995) en el que los sujetos consumieron 375 mL/dia de vino tinto
(cabernet sauvignon) durante 2 semanas y se cuantificaron las LDL y los polifenoles en
plasma observandose una reduccion del 20% en la tendencia del plasma sanguineo a
sufrir peroxidacion en sujetos sanos. La ingestion a corto plazo de mosto de uva mostré
una reduccién en la susceptibilidad de las LDL a oxidarse en pacientes con enfermedad
coronaria (Stein et al., 1999).

En hamsters, 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 (Stein et al., 1999). Sin embargo, la reduccion de la oxidabilidad

de las LDL tras la suplementacion dietética con polifenoles del vino no se ha visto en
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todos los estudios realizados, a pesar del aumento de la capacidad antioxidante del
plasma (Carbonneau et al., 1997). Fenoles como el &cido cafeico podrian también actuar
como agentes citoprotectores contra la apoptosis de células endoteliales, bloqueando las

sefiales que generan las LDL oxidadas (Vieira et al., 1998).

Efecto prooxidante.

De manera sorprendente, en células endoteliales coronarias porcinas, se ha
observado que las relajaciones mediadas por factores hiperpolarizantes derivados de
endotelio (FHDE) y la hiperpolarizacién generada por los RWPs son dependientes de
un mecanismo sensible a reacciones de oxido-reduccion que implica la formacion de
aniones O, por una enzima flavin dependiente (Ndiaye et al., 2003a,b).

Ademas, estas respuestas se redujeron por antioxidantes, como la N-acetilcisteina y
analogos permeables a la membrana de la superdxido dismutasa (SOD), como la Mn
(11)-tetrakis(1-metil-4-piridil) porfirina (MnTMPyP) y la polietilenglicol-SOD (PEG-
SOD). Sin embargo, no estan afectadas por la SOD, la catalasa o la PEG-catalasa.
Ademas, el Difeniléniodonio (DPI, Diphenyleneiodonium) un inhibidor de enzimas
flavin dependientes, redujo la relajacién mediada por FHDE. Hay que afiadir que los
RWPs indujeron la formacién de O, en un cultivo de células endoteliales y que esta
produccion era sensible a MNTMPyP, como se vio en experimentos de microscopia

confocal usando el colorante fluorescente hidroetidina (Ndiaye et al., 2003a, b).

1.3.2. Efectos sobre las Lipoproteinas de alte densidad.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density Lipoproteins) previenen la
acumulacién de colesterol en células periféricas y protegen frente a aterosclerosis
transportando el colesterol de las arterias al higado para su posterior metabolismo y
excrecion. El consumo de alcohol incrementa los niveles de HDL y podria explicar, al
menos en parte, el efecto protector del vino (Renaud et al., 1992, Nigdikar et al., 1998,

Perret et al., 2002, Araya et al., 2001). Informes previos (Fuhrman et al., 1995), en los

-10 -



Introduccion

cuales hombres sanos recibieron 400 mL/dia de vino durante 2 semanas, mostraron un
incremento de las HDL con la ingesta de vino tinto, pero no con la de vino blanco,
indicando una posible implicacion de los RWPs en este efecto.

Aunque algunos estudios en animales han demostrado efectos positivos tras la
suplementacion con polifenoles derivados de uva libres de alcohol (Martin-Carron et
al., 1999, Martin-Carron et al., 2000, Araya et al., 2001), en estudios en humanos no se
ha observado un incremento claro en las HDL (Naissides et al., 2006, Avellone et al.,
2006). Sin embargo, Castilla et al., (2006) estudiaron a veintiséis pacientes en
hemodidlisis y 15 sujetos sanos que consumieron 100 mL de zumo de uva tinta al dia
durante 14 dias. Como resultado observaron la mejora del perfil lipidico en respuesta al
zumo con disminucion de los niveles de LDL y un incremento en los niveles de HDL.
Por lo tanto, aunque el etanol tiene un claro efecto incrementando las HDL, el
incremento visto en estas lipoproteinas por el consumo de vino tinto puede deberse

también al componente polifendlico.

1.3.3. Efectos sobre las células del musculo liso vascular.

Efectos sobre la proliferacion y la migracion.

La inhibicion de la proliferacion y la migracion de las células del musculo liso
vascular (CMLV) deberia, en teoria, retardar o inhibir la aparicion de aterosclerosis
porque constituye un componente importante en la aterogénesis (Araim et al., 2002,
Rivard y Andres 2000). La proliferacion anormal de CMLV en la capa intima de la
arteria se piensa que pueda ser un paso fundamental en la formacién de la placa de
ateroma. Hay investigaciones (Araim et al., 2002) en las que CMLV de aorta bovina
estuvieron tratadas con medio de crecimiento suplementado con vino tinto
desalcoholizado, extracto polifenolico de vino tinto, o resveratrol durante 48 horas.
Valorando la sintesis de acido desoxirribonucleico (DNA, deoxyribonucleic acid),

-11 -
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observaron que el vino tinto y los RWPs inhibian la proliferacion de CMLV de manera
dosis-dependiente.

Los efectos antiproliferativos del vino tinto en CMLV pueden conllevar varias vias,
como por ejemplo retardando el ciclo celular en la fase S de la mitosis (Ragione et al.,
1998, Park et al., 2001). EI mecanismo de esta accion no esta del todo claro, pero se
sabe que en presencia de iones de cobre, el resveratrol puede causar rotura de la hebra
de DNA (Fukuhara et al., 1998), se une al DNA celular y forma complejos con el Cu
(11) reduciéndolo a Cu (I). Esto lleva a la produccion de ROS que actGan como agentes
que rompen el DNA. Por ello, la actividad antiproliferativa del resveratrol podria verse
incrementada por el consumo de vino tinto, ya que el vino tinto es una importante
fuente alimentaria de Cu.

Otro mecanismo potencial es el que implica a la ciclina A, un regulador del ciclo
celular que juega un papel critico en la replicacion del DNA en la transicion de la fase
Gl ala S, también en la fase S y de la fase G2 a la M. Una regulacién a la baja de la
expresion génica de ciclina A se piensa que puede contribuir a los efectos
antiproliferativos de los compuestos polifendlicos del vino tinto mediante la inhibicién
de la expresion de factores de transcripcion (lijima et al., 2002).

El Resveratrol inhibe la expresion de moléculas de adhesion intracelular (ICAM)-1
y de moléculas de adhesion de las células vasculares (VCAM)-1, reduciendo la
adhesion de monocitos y granulocitos (Carluccio et al., 2003). La inhibicion de la
expresion de ICAM en células endoteliales se observa junto con una reduccién de la
actividad del factor nuclear B, sugiriendo que los RWPs tienen un papel en el
mantenimiento de la integridad de la estructura vascular y en la restauracion funcional
de células endoteliales dafiadas (lijima et al., 2002).

El vino tinto representa una fuente de polifenoles como las proantocianidinas. Se
informo que un extracto de proantocianidinas extraido de semillas de uva disminuyo la
expresion de VCAM-1 inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF, Tumor

Necrosis Factor) -a en células primarias endoteliales umbilicales humanas, lo que llevd
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a reducir la adherencia de leucocitos y células T (Sen y Bagchi 2001, Bagchi et al.,
2002). Resultados similares se obtuvieron en un estudio en humanos (Kalin et al.,
2002), en pacientes con esclerosis sistémica se vio que los niveles plasmaticos de
VCAM-1, ICAM-1 y selectina P eran mayores que en voluntarios sanos. La
administracion de 100 mg/dia de proantocianidinas derivadas de semillas de uva durante
un mes disminuyd los niveles elevados de estas moléculas de adhesion.

Hay estudios que han mostrado que la quercetina inhibe la proliferacion e
hipertrofia de CMLV en cultivos celulares. Asi, los efectos inhibidores de quercetina
sobre la sintesis de ADN, en CMLYV estimuladas con TNF-a, parecen estar relacionados
con una menor actividad de kinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK,
Extracelular signal-Regulated Kinases) 1/2 (una kinasa importante en la proliferacion y

diferenciacion celulares) (Moon et al., 2003).

Efectos sobre la angiogénesis.

La angiogenesis es un proceso complejo caracterizado por la degradacion de la
matriz extracelular, predominantemente por metaloproteinasas, seguido de migracion y
proliferacion de células endoteliales y la maduracién de nuevos vasos sanguineos en
respuesta a factores pro-angiogénicos locales como el factor de crecimiento vascular
endotelial (FCVE).

Las gelatinasas, las metaloproteinasas de matriz (MPM)-2 y MPM-9, degradan la
mayoria de los tipos de colageno y han sido identificadas como las MPM maés
expresadas en los vasos sanguineos y en las placas ateroscleréticas (Galis and Khatri,
2002; Pasterkamp et al., 2000). La MPM-2 se secreta continuamente desde células
vasculares como un precursor inactivo pro-MPM-2, que pasa a ser la forma activa de
MPM-2 en la superficie por accion de una MPM de membrana, en particular, por la
MPM de membrana tipo 1 (MT1-MPM). Potentes activadores fisiolégicos de MPM-2
son la trombina y la plasmina. Hay estudios que indican que los RWPs previenen de

manera efectiva la activacion de MPM-2 inducida por trombina en células del musculo
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liso vascular (EI Bedoui et al., 2004). Este efecto esta relacionado con su habilidad para
inhibir la actividad MT1-MPM de manera reversible (El Bedoui et al., 2004). El efecto
inhibitorio se observa a concentraciones a partir de 3 mg/l de RWPs. La catequina y la
epicatequina no tuvieron tal efecto sobre la activacion de MPM-2 vy la actividad de
MT1-MPM en este estudio (EIl Bedoui et al., 2004). Sin embargo, la catequina previno
la activacion de MPM-2 dependiente de MT1-MPM en células cancerigenas (Annabi et
al., 2002). La habilidad de los RWPs para prevenir la degradacion de la matriz también
ha sido demostrada en un ensayo de invasion celular, y este efecto result igual de claro
que el que se observd con el inhibidor de MPM de amplio espectro N-[(2R)-2-(hidrox-
amidocarbonilmetil)-4-metilpentanoil]-I-triptofan metilamida, GM6001 (El Bedoui et
al., 2004).

Hay muy pocos estudios acerca de las propiedades anti-angiogénicas de los RWPs
in vivo, pero se ha visto que reducen la vascularizacion de la membrana corioalantoidea
(Maiti et al., 2003).

Efectos sobre el FCVE.

FCVE es una factor pro-angiogénico que estimula la migracion y la proliferacion
de células endoteliales y también estimula la formacion de nuevos vasos sanguineos
tanto in vitro como in vivo (Ferrara y Davis-Smyth, 1997).

Los factores de crecimiento son potentes activadores fisioldgicos de la expresion de
FCVE en CMLV. Se sabe que los RWPs a concentraciones a partir de 3 mg/l (Oak et
al., 2003a) previenen la expresion y la liberacion de FCVE. La activacion de los
factores de crecimiento, activa a su vez la via p38MAPK, llevando a la expresion génica
de FCVE y los RWPs son capaces de prevenir la activacion de estos factores de
crecimiento. Este efecto de los RWPs también lo reproducen los antocianos delfinidina

y cianidina, pero no el resveratrol o la epicatequina (Oak et al., 2003b).
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1.3.4. Efectos sobre la agregacion plaquetaria.

Las sustancias que pueden atenuar la agregacion de las plaquetas, como la aspirina,
las prostaciclinas o el nitroprusiato, son protectores para la enfermedad isquémica
cardiaca (Demrow et al., 1995). Es conocida la capacidad del alcohol para actuar
mediante mecanismos antitrombaticos (Wannamethee et al., 2003), pero los polifenoles
también parecen inhibir la agregacion plaquetaria, lo que podria formar parte de los
efectos cardioprotectores del vino tinto.

En un modelo de arteria coronaria canina estenosada y de dafio en la capa intima
(Demrow et al., 1995), la administracion de vino tinto via intravenosa o intragastrica, en
una dosis de 1,6 y 4,0 mL/Kg, respectivamente, elimind las reducciones de flujo ciclicas
en el flujo sanguineo coronario por la formacion periodica de trombos agudos mediados
por plaquetas. Lo realmente interesante de este estudio es que el mismo efecto se
observo con la administracion de cantidades mayores de zumo de uva tinta, pero no con
el vino blanco, sugiriendo que los polifenoles, que estan presentes en mas altos niveles
en el vino tinto y en el mosto que en el vino blanco, son la razén para esas propiedades
inhibitorias plaquetarias. Esto Gltimo esta en concordancia con los estudios que
determinaron que la ingesta de zumo de uva en sujetos humanos redujo la agregacion
plaquetaria inducida por colageno, ADP vy forbol 12-miristato 13-acetato. Esta ingesta
también generd un incremento en la liberacion de NO derivado de plaquetas y una
disminucion en la produccion de O,” (Freedman et al., 2001, Keevil et al., 2000).

Los experimentos in vitro demuestran que quercetina incrementa los niveles
plaquetarios de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico
(GMPc) provocando una disminucion en los niveles de calcio citosélico y en los niveles
de actividad plaguetaria. También se sabe que la quercetina potencia la accion de la
prostaglandina (PG) I, y que esto incrementa los niveles de AMPc (Pace-Asciak et al.,
1995). Se ha visto que el resveratrol también es capaz de inhibir en un 41,9% la

agregacion plaquetaria a partir de una concentracion de 1,2 pg/l (Bertelli et al., 1995).
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1.3.5. Efectos sobre la funcion endotelial.

La absorcion intestinal y el metabolismo de los polifenoles de plantas son un paso
limitante para los efectos de esta clase de compuestos. Una ingesta de 100 mL de vino
tinto por parte de voluntarios sanos causa un incremento de unos 3 mg/l en el contenido
total de fenoles en plasma (Duthie et al., 1998). Por tanto, el efecto vasorrelajante de los
polifenoles en arterias aisladas es compatible con las concentraciones que se alcanzan
en sangre en humanos.

Se han realizado varios estudios en pacientes y en animales sobre los efectos
hemodindmicos de la administracién aguda y cronica de extractos de uvas y vino. En
individuos sanos, la velocidad de flujo coronario se ve incrementada 30 min después de
la ingesta de vino tinto (1 g/Kg de etanol) pero no tras la ingesta de vino blanco o vodka
(Shimada et al., 1999). También, se ha observado por ultrasonografia en arteria
braquial humana una mejora de la vasodilatacion dependiente de endotelio tras la
ingesta de 500 mL de vino sin alcohol tinto o blanco (Hashimoto et al., 2001). La
ingesta de zumo de uva durante 14 dias también se ha asociado a una mejora de la
vasodilatacion dependiente de endotelio (Stein et al., 1999).

Fitzpatrick et al., (1995) describieron por primera vez que el vino tinto y las uvas
producen un efecto vasodilatador dependiente de endotelio, que parece estar mediado
por el incremento de la sintesis de NO y/o aumento de su actividad bioldgica. Estudios
posteriores han confirmado la participacién del NO en los efectos vasodilatadores de los
polifenoles del vino (Andriambeloson et al., 1997, Andriambeloson et al., 1999, Duarte
et al., 2004). También se ha descrito que estos compuestos incrementan la produccién
de otros agentes vasodilatadores como el FHDE (Ndiaye et al., 2003, Duarte et al.,
2004) y las prostaciclinas (Schramm et al., 1997) e inhiben la sintesis del péptido
vasoconstrictor, ET-1, en células endoteliales adrticas bovinas por supresion de la

transcripcion del gen de la ET-1.
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Los polifenoles inducen incremento de la expresion de NO sintasa endotelial.

La incubacion prolongada de células endoteliales con vino tinto incrementa la
expresion de NO sintasa endotelial (eNOS, endothelial Nitric Oxide Synthase)
(Wallerath et al., 2002, 2003). Sin embargo, este efecto se alcanzé con grandes
volimenes de vino tinto (1% v/v en medio de cultivo durante 10 dias, 3% v/v en
exposiciones de 24 horas y 10% v/v durante 12 horas). El efecto estimulatorio se
atribuyd a los polifenoles, ya que dando sélo etanol a las células no se observo efecto en
la expresion de eNOS (Wallerath et al., 2003), mientras que usando un extracto
desalcoholizado de vino tinto si se observé un incremento (Leikert et al., 2002). Ha de
tenerse en cuenta que esto Ultimo se obtuvo también con una concentracion
relativamente alta del extracto (400 mg/l).

El resveratrol también estimuld la expresion de la eNOS en concentraciones que
van de 10 a 100 uM (Hsieh et al., 1999; Wallerath et al., 2002). La sobrerregulacion del
acido ribonucleico (RNA, Ribonucleic Acid) mensajero (mMRNA) se asocié a un
aumento en la expresién proteica de eNOS y a una mayor actividad enzimatica. El
resveratrol incrementa la actividad del promotor de la eNOS (efecto transcripcional) y
estabiliza el mRNA de la eNOS (efecto posttranscripcional) (Wallerath et al., 2002).
Cuando células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC, Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) se expusieron a 7,4 pumol/l de resveratrol, la expresion del
MRNA de la eNOS se incrementd en un 150 % comparado con los controles; el vino
tinto produjo un incremento del 230 %. Con lo que podemos concluir que el resveratrol
no es el Unico agente responsable de la relajacion vascular que ejercen los RWPs.

En un estudio reciente de Appeldoorn et al., (2009) en células EA.hy926 se
comprobd el potencial de 33 polifenoles diferentes para incrementar los niveles de NO,
se usaron polifenoles que podian tener un potencial vasoactivo por estar contenidos en
el chocolate y en el vino tinto, esto incluye catequina, epicatequina y proantocianidinas.
De los 33 compuestos polifendlicos que se probaron a una concentracion de 100 pM,

solo para el resveratrol, la quercetina y los galatos de epigalocatequina y de

-17 -



Introduccion

epicatequina se observo la habilidad de incrementar los niveles de NO. Ademas, se vio
que habia una correlacién dosis dependiente entre la estimulacion de NO y la
sobrerregulacion de la eNOS para estos compuestos, lo que sugiere que la estimulacion

de la expresion de la eNOS contribuye a los niveles incrementados de NO.

Los polifenoles inducen un incremento en la actividad de la eNOS.

Un estudio de Zenebe et al., (2002) mostro evidencias de que una mezcla de
polifenoles contenidos en el vino tinto ejerce relajacion dependiente de endotelio en
arteria femoral de rata. EI hecho de que la relajacion que produce este compuesto en
dicha arteria fuera abolida por N®-nitro-L-arginine metil éster (L-NAME) y restablecida
por L-argnina nos confirma la implicacion del NO en la vasorrelajacién que produce
esta mezcla. Demostraron que la administracion de estos RWPs en concentraciones de
10* a 10 mg/mL incrementaba la actividad NOS de manera dosis-dependiente. La
méxima activacién de la NOS se alcanzé a una concentracién de 10* mg/mL, lo que
estd en consonancia con la maxima relajacion producida por este compuesto en la
arteria femoral a 10 mg/mL.

Fitzpatrick et al., (1993) y Cishek et al., (1997) también observaron que el extracto
de piel de uva tinta y los polifenoles del vino respectivamente producian relajacion de
anillos adrticos con endotelio, estando implicado el NO en las respuestas relajantes.
Ambos autores documentaron que las respuestas relajantes estaban asociadas a un
incremento de GMPc y que estaban abolidas por L-NAME. Flesh et al., (1998) también
documentaron un incremento en la concentracion de GMPc en anillos aorticos de rata
tras exponerlos a ingredientes fendlicos de la uva y a vinos tintos de barrica. Como la
guanilato ciclasa actia como un receptor intracelular de NO (Lancaster 1992), es
posible que el aumento en la concentracion de NO fuera la responsable del aumento en
los niveles de GMPc, lo que est4 en consonancia con el hecho de que la actividad de la
eNOS aumenta tras la administracion del compuesto utilizado por Zenebe et al., (2002).
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Papel del Ca" intracelular

En el estudio anterior de Zenebe et al., (2002) la presencia del verapamilo abolio la
relajacion inducida por una mezcla de polifenoles presentes en el vino tinto, lo que nos
sugiere que la entrada de Ca*" en las células endoteliales es un paso crucial en la
respuesta relajante inducida por este compuesto, siendo el incremento en la
concentracion intracelular de Ca?* ([Ca**];) el paso critico para la activacion de la eNOS
y por tanto para la produccion de NO y la subsecuente vasorrelajacion dependiente de
endotelio (Lickhoff et al., 1988). Sin embargo, no podemos excluir el hecho de que la
liberacién de Ca®* de los depositos intracelulares cumpla un papel en el incremento de
la [Ca?']; y por tanto en la relajacion dependiente de NO que generan los compuestos
polifendlicos del vino tinto. Martin et al., (2002) documentaron un incremento de la
[Ca®*]; de los depésitos intracelulares tras la administracién de compuestos

polifendlicos de vino tinto a un cultivo de células endoteliales.

Papel de la via P13kinasa/Akt

En células endoteliales de aorta bovina un extracto de vino tinto produjo un
incremento en la [Ca®*]i que llevd a relajaciones mediadas por NO. En arterias
coronarias porcinas se vieron reducidas dichas relajaciones por inhibidores de la P13
kinasa (wortmannin) (Ndiaye et al., 2003 a, b). Estos polifenoles indujeron una
fosforilacion sustancial de la protein kinasa B (Akt) y de la eNOS en la Serl77 en
células endoteliales, cosa que no sucedio en presencia de los inhibidores de la kinasa
P13 (Ndiaye et al., 2003 a, b). En conjunto, estos datos demuestran que, en células
endoteliales de arteria coronaria porcina, los RWPs inducen la activacion de la via
PlI3kinasa/Akt causando fosforilacion de la eNOS vy resultando en un incremento en la
formacion de NO. Una caracteristica de este mecanismo alternativo para activar la
eNOS es que lleva a una activacion rapida y duradera del enzima (Ndiaye et al., 2003a,
b).
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Los RWPs inducen relajacion mediada por FHDE.

La primera demostracion de una participacion de FHDE en los mecanismos de
relajacion vascular inducida por polifenoles tuvo lugar en arterias coronarias aisladas
porcinas (Ndiaye et al., 2003 a, b). En este estudio, se vio que los compuestos
polifendlicos del vino tinto en concentraciones de 1 a 100 mg/l, causan relajaciones
dependientes de endotelio e hiperpolarizacion de las CMLV con un efecto maximo a
100 mgl/l.

Estas relajaciones eran resistentes a los inhibidores de la NOS y la ciclooxigenasa
(COX). Estas relajaciones se asociaron a hiperpolarizaciones dependientes de endotelio
de CMLYV, y eran abolidas por la combinacién de dos toxinas, charibdotoxina (un
inhibidor de canales de K* activados por Ca®* de intermedia y larga conductancia y
algunos canales de K" voltaje dependientes) y apamina (un inhibidor selectivo de un
inhibidor de canales de K* activados por Ca?* de pequefia conductancia). De hecho,
estas dos toxinas abolen la hiperpolarizacion endotelial que normalmente se transmite a
través de las CMLYV, suprimiendo de este modo la relajacion mediada por FHDE en
CMLYV (Busse et al., 2002; Griffith, 2004).

En el apartado 1.3.1. vimos que estos efectos se redujeron con antioxidantes,
analogos de SOD permeable a membranas, y DPI, el inhibidor de enzimas con grupos
flavin. Esto muestra que dichos polifenoles producen una relajacién mediada por FHDE

relacionada con mecanismos pro-oxidantes.

Los RWPs inducen una mayor liberacion de prostaciclinas de células endoteliales.
Las procianidinas, oligomeros de 3-flavanoles (subclase de flavonoides), de
semillas de Vitis vinifera L. provocaron una relajacion concentracion y endotelio-
dependiente en arteria interna mamaria humana aislada, con un efecto vasorrelajante
maximo a 50 pM. Este efecto se redujo de manera significativa (casi el 50 %)
incubando los anillos con indometacina, un inhibidor de la COX, indicando la

implicacion de algin prostanoide. Ademas, en estos vasos, las procianidinas
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estimularon, de manera concentracion dependiente con un efecto maximo entre 25 y 50
KM, la liberacion de prostaciclinas medida mediante la evaluacion de la concentracion
de 6-keto-prostaglandin-F, en el medio del bafio de 6rganos (Aldini et al., 2003).
Parece gue los polifenoles de la subclase 3-flavanol, podrian, mediante la alteracién
de la sintesis de eicosanoides, inhibir la activacion de plaquetas y los procesos
inflamatorios que contribuyen a estados patolégicos. Puesto que las relajaciones
dependientes de endotelio producidas por las procianidinas fueron totalmente
suprimidas por la inhibicion de la via NO-GMPc, se piensa que el NO podria estar

involucrado en la activacién de la COX (Aldini et al., 2003).

Los RWPs inducen inhibicion de la sintesis endotelial de ET-1.

Los extractos de vino tinto inhiben a bajas concentraciones la liberacion de ET-1 y
la transcripcion de pre-pro-endotelina-1 en células endoteliales adrticas bovinas, aunque
ninguno de los compuestos aislados (como quercetina o resveratrol) tuvo esa capacidad
a esas concentraciones (Corder et al., 2001; Khan et al., 2002). Este efecto parece venir
de las modificaciones en las sefializaciones por tirosin kinasa (Khan et al., 2002). La
administracion intragastrica de resveratrol (3 mg/kg/dia), vino tinto (4 mL/kg/dia) o
incluso vino tinto desalcoholizado (4 mL/kg/dia) durante 12 semanas a conejos
hipercolesterolémicos mejord la funcion endotelial y redujo los niveles de endotelina-1
(Zou et al., 2003).

El resveratrol disminuye fuertemente la secrecion de ET-1 por fuerzas de
cizallamiento, es capaz también de disminuir sus niveles de mMRNA vy la actividad del
promotor de ET-1 en HUVEC, en parte, interfiriendo con la via de la ERK 1/2 mediante
la disminucidn de la formacion de ROS (Liu et al., 2003). Se ha visto que resveratrol y
quercetina, a concentraciones de 0,1-50 pM, son capaces de inhibir la liberacion de ET-
1 en celulas endoteliales umbilicales humanas cultivadas (Zhao et al., 1999). Broncel et
al., (2010), han demostrado recientemente que la administracion cronica de
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antocianidinas disminuye los niveles plasmaticos de ET-1 en pacientes con sindrome
metabolico.

En un estudio randomizado y controlado por placebo en 12 hombres sanos (Loke et
al., 2008) el tratamiento con 200 mg de quercetina mostrd una reduccién significativa
en la produccion sistémica de ET-1, mientras que la administracion de 200 mg de (-)-
epicatequina mostro una disminucion significativa en plasma pero no orina. En estudios
previos la quercetina habia mostrado una disminucion en la produccion de ET-1 en
HUVEC estimuladas con trombina de manera dosis dependiente con una ICsq de 1,54
mol/L (Zhao et al., 1999).

Por tanto, la inhibicién de la sintesis de ET-1 puede representar uno de los
mecanismos por los que los polifenoles restablecen el equilibrio que se pierde en
situaciones patoldgicas entre los factores vasodilatadores y vasoconstrictores derivados

de endotelio. De este modo previenen el desarrollo de hipertension o de fallo cardiaco.

Efectos de los RWPs sobre la produccion de tromboxano A; (TXAy).

La Ach puede generar contracciones dependientes de endotelio en aorta de rata,
éstas se asocian a un incremento en los factores contractores derivados de endotelio
(FCDE). Estos FCDE son metabolitos del acido araquidénico generados a través de la
via de la COX, como el TXA,, que activa los receptores TP en CMLV (Vanhoutte et
al., 2005) y provoca vasoconsticcion. Hay descubrimientos recientes que demuestran
que los RWPs son capaces de prevenir la disfuncion endotelial en modelos de
hipertension inducida por Ang I, sobre todo por prevenir la expresion vascular de
COX-1y COX-2y de este modo disminuir la consecuente formacion de TXA, (Kane et
al., 2009).
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Efectos de los RWPs sobre el receptor estrogénico (ER, Estrogenic Receptor) o en
el endotelio.

El vino tinto no contiene genisteina (polifenol reconocido por su efecto a nivel de
receptor estrogénico), pero muy recientemente en un trabajo de Chalopin et al., 2010 se
ha demostrado la hipodtesis de que el ERa es una de las dianas involucradas en los
efectos vasculares de una mezcla de RWPs. Es sabido que los polifenoles del vino
inducen relajacion dependiente de endotelio en aorta de raton. Este efecto se observa
claramente en aortas de ratones de cepa salvaje para ERa, sin embargo este grupo
observd que la relajacion desaparece por completo en ratones deficientes de ERa. Lo
mismo sucede con la produccion de NO en células endoteliales de aorta de raton, los
RWPs inducen produccién de NO, pero este efecto desaparece por completo en células
extraidas de ratones knockout para ERa y en células de ratones de cepas salvajes en
presencia de Fulvestrant (antagonista de ERa), con lo que podemos deducir que los
mecanismos moleculares por los que los RWPs inducen incremento del NO y
vasodilatacion estan asociados a ERa. En este trabajo vieron que los RWPS incrementan
la fosforilacion de Src, ERK 1/2 y eNOS Ser 1177, asi como de caveolina-1, en células
endoteliales humanas, pero cuando los ERa estan bloqueados o silenciados, la
activacion de esta via estd claramente disminuida, lo que sugiere un mecanismo
dependiente de ERa en la capacidad de los RWPs para estimular la produccién
endotelial de NO.

1.3.6. Efectos antihipertensivos.

Se sabe que la administracion oral de un extracto de piel de uva (Vitis labrusca)
reduce significativamente la presion sistolica, media y diast6lica en el modelo acetato
de deoxicorticosterona (DOCA)-sal (Soares De Moura et al., 2002). En estudios previos
de este grupo se comprobd que la quercetina era capaz de reducir el incremento en la
presion arterial en ratas espontaneamente hipertensas (SHR, Spontaneusly Hypertensive

Rats) (Sanchez et al., 2006) y Pechanova et al. (2004) aportaron evidencias de que la

-23-



Introduccion

administracion oral de RWPs prevenia el incremento en la presion sanguinea asi como
los cambios estructurales y funcionales en ventriculo izquierdo y aorta de ratas sujetas a
inhibicion cronica de la sintesis de NO. Ademas, en el Gltimo estudio mencionado, estos
polifenoles fueron capaces de prevenir el engrosamiento de la aorta, atenuaron el
incremento de la reactividad adrtica a noradrenalina y previnieron la disminucion en la
relajacion a Ach dependiente de endotelio. La administracion oral de RWPs produce
incluso una disminucién de la presion sanguinea en ratas normotensas, y este efecto
hemodinamico se asocié con un aumento en la relajacion dependiente de endotelio y
aumento la expresion de los genes de NOS inducible y de COX 2 en la pared arterial
(Diebolt et al. 2001).

En general, en varios modelos experiementales, la hipertension se caracteriza por
un incremento en el estrés oxidativo (Kunes et al., 2004, Gomez-Amores et al., 2007,
Pedro-Botet et al., 2000). Se ha informado de la capacidad de compuestos polifenélicos
contenidos en el vino tinto, como la quercetina, de reducir los valores de
malonildialdehido (MDA) en plasma y en orina (marcador de la peroxidacion y el estrés
oxidativo) en ratas SHR (Duarte et al. 2001a, b, Duthie et al. 1998). Pechanova et al.,
(2004) documentaron un incremento en el estrés oxidativo en el ventriculo izquierdo, en
aorta, en cerebro y en rifion en ratas tratadas con L-NAME. Este aumento se previno
parcial o completamente cuando simultaneamente al L-NAME se administro a las ratas
RWPs. Estos datos sugieren que la reduccion en el estrés oxidativo contribuye al efecto
antihipertensivo de estos compuestos polifendlicos en distintos modelos de
hipertension.

El cambio hemodindmico mas importante para el mantenimiento de la hipertension
es el incremento de las resistencias periféricas totales. Folkow relaciond estos
incrementos de la resistencia vascular y de la reactividad con las alteraciones que tienen
lugar en la arquitectura de la pared vascular (Folkow, 1978, Folkow et al., 1958).
Demostro que las alteraciones en la estructura vascular consisten en el engrosamiento

de la tanica media hacia el lumen, que disminuye su diametro, y en el consiguiente
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aumento de la relacion existente entre el grosor de la capa media y el didmetro del
lumen (media/lumen). Estos cambios han sido confirmados posteriormente por otros
autores en pequerfias arterias subcutaneas procedentes de la region glatea (Schiffrin et
al., 1992, lzzard et al., 1991, Korsgaard et al., 1991, Aalkjaer et al., 1987). El
tratamiento con RWPs previno parcialmente el incremento en la sintesis proteica adrtica
y miocérdica, el engrosamiento de la aorta asi como la fibrosis miocérdica producida
por la inhibicion cronica de la sintesis de NO (Pechanova et al. 2004). En ratas SHR la
administracion de RWPs tambiéen normalizo el didmetro de arteriolas cerebrales (Chan
et al., 2008). Este efecto antihipertensivo contra el remodelado de los RWPs puede estar
relacionado con la disminucion del estado oxidativo y con el aumento en la produccion
de NO.

En el apartado 1.3.5. vimos que estos polifenoles son activadores de la actividad
NOS en el sistema cardiovascular. La activacion de la via del NO esta involucrada en la
regulacion de la produccion de citokinas inflamatorias, moléculas de adhesion vy
qguimioquinas por la inhibicion de factores de transcripcion nuclear-kB (Kitamoto et al.
2000) o del factor de crecimiento transformador- B (Tomita et al. 1998) y todo ello
podria influir en el efecto sobre el remodelado que tienen los RWPs, incluso el hecho de
que la expresion de la iNOS se viera reducida en ratas tratadas con estos polifenoles y
L-NAME, sugiere que los polifenoles inducen restauracion de la produccion de NO por
la eNOS y previenen la necesidad de la sobrerregulacion de la INOS en estos animales
(Pechanova et al. 2004).

No se puede excluir el hecho de que la reduccion del engrosamiento de la pared
arterial, que favorecen los RWPs, implique la regulacién a la baja de la expresion del

gen de la ciclina A (lijima et al. 2000).
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Polifenoles

Célula endotelial A Hiperpolarizacién
——

/

Vasodilatacion

Célula musculo liso

Figura 1. Efectos agudos dependientes de endotelio de los polifenoles. Los polifenoles
inducen relajaciones dependientes de endotelio inducidas por 6xido nitrico (NO) en arterias
aisladas. La activacion de la NO sintasa endotelial (eNOS) se debe a dos mecanismos
diferentes: (a) un incremento en la concentracion intracelular de Ca** y (b) una fosforilacién
de la eNOS mediante la via PI3-kinasa/Akt. Ademas, los polifenoles causan relajaciones
dependientes de endotelio de arterias aisladas mediadas por el factor hiperpolarizante derivado
de endotelio (FHDE) de manera consecutiva a una formacién controlada y localizada de
aniones superéxido (O,) que llevan a la activacion de la via P13-kinasa/Akt. Los polifenoles
también incrementan la liberacion de prostaciclina endotelial e inhiben la sintesis y los efectos
de endotelina (ET)-1. Todos estos mecanismos contribuyen a explicar los efectos
vasodilatadores, vasoprotectores y antihipertensivos de los polifenoles in vivo. El tratamiento a
largo plazo de células endoteliales con polifenoles puede incrementar la expresién de eNOS.
Ca2+/CaM: complejo Ca2+/calmodulina; sGC: guanilato ciclasa soluble. Figura extraida de
Stoclet et al., 2004.
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1.4. Biodisponibilidad y metabolismo de los RWPs.

La habilidad de un componente de la dieta para influenciar la funcion vascular y
prevenir enfermedades cardiovasculares depende de cuadnta de la dosis oral sea
absorbida desde el intestino. La vida media plasmatica depende de la influencia del
metabolismo de primer paso (intestino delgado e higado) y de la tasa de excrecion. Es
posible que algunos componentes del vino se acumulen en concentraciones mayores en
ciertos tejidos, en principio los polifenoles del vino no se concentran en tejidos
especificos, mas alla del intestinal. Sin embargo, hay evidencias que demuestran que el
resveratrol se acumula de manera tiempo y dosis dependiente en higado (Vitaglione et
al., 2008) y cerebro (EI-Mohsen et al., 2006) de ratas a las que se les habia administrado
resveratrol intragastricamente durante varios dias, mientras que otros informes indican
una fijacion preferente del **C-resveratrol en los érganos de absorcién y eliminacion
(estbmago, intestino, higado y rifidn) (Vitrac et al., 2003).

Los polifenoles se absorben parcialmente y solo una fraccion se excreta por orina
en humanos. Las concentraciones que se alcanzan en plasma y la cantidad que se
elimina por orina se da en funcion de la dosis oral pero también depende de un nimero
de factores, aunque el mas importante es la estructura del polifenol. Casi todos los
fenoles de origen vegetal estan glicosilados, y esto se reproduce en los alimentos y
bebidas derivados de plantas. La glicosilacion puede influir en gran modo la eficiencia y
la zona de absorcidn, los derivados monoglucoésidos se absorben preferentemente en el
intestino delgado y se absorben mejor que otros glicosidos como los rhamnoglucésidos,
que se absorben mas tarde (probablemente desde el colon) y en menor medida. La
absorcion incrementada de monoglucosidos desde el intestino delgado se debe a la
lactasa, enzima que tiene la capacidad de hidrolizar los glucosidos de flavonoides y que
se requiere para la absorcion y el metabolismo de estos compuestos (Németh et al.,
2003). Algunos polifenoles se absorben bien y una proporcién significativa es excretada
por orina; como ejemplos tenemos el acido galico, las isoflavonas genisteina y

daidzeina, y las flavanonas de citricos, hesperetina y maringenina (Manach et al., 2005).
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Sin embargo, para otros como las antocianinas, mucho menos de un 1% de la dosis oral
se recupera en orina y las concentraciones mas altas en plasma se encuentran en el
rango nanomolar (Manach et al., 2005). Hasta la fecha, la concentracion mas alta de
polifenoles que se ha observado en plasma por ingestion oral en humanos se encuentra
alrededor de 1-10 pM. Estas concentraciones se observan Unicamente tras la ingesta de
grandes dosis de polifenoles en suplementos alimenticios, de comidas ricas en
polifenoles, o de bebidas que contienen mas flavonoides biodisponibles, como
monomeros flavan-3-oles, isoflavonas y flavanonas.

Los flavonoides y otros polifenoles se metabolizan extensamente durante la
absorcion desde el intestino, y los productos tipicos son conjugados en fase 2 (por
ejemplo derivados glucoronizados, sulfatados y metilados del polifenol original (Kroon
et al.,, 2004). Ademas, para muchos polifenoles, el proceso de conjugacion es tan
eficiente que la aglicona no es detectable en plasma ni orina (Donovan et al., 2006). El
metabolismo de primer paso incluye el intestino delgado y el higado, y ambos son
capaces de metabolizar polifenoles (Manach et al., 2005). El rifion también tiene una
capacidad significativa para modificar polifenoles pero hay pocas evidencias que
apoyen un papel méas importante de este drgano, probablemente porque se lo impida el
hecho de que el intestino delgado y el higado son muy eficientes en estas actividades.
Muchos RWPs (flavonoles, catequina/epicatequina, resveratrol, acidos fenolicos) se
conjugan eficientemente y estan presentes en plasma predominantemente como
metabolitos conjugados en fase 2. Por ejemplo, siguiendo a la ingestion oral, el 100 %
de la quercetina y virtualmente todo el resveratrol estdn presentes como conjugados
glucoronizados y sulfatados de la aglicona o de un derivado metilado (Day et al., 2001;
Vitaglione et al., 2005).

Los mondmeros de flavanoles, (+)-catequina y (-)-epicatequina, también se
conjugan durante la absorcién. La mayor parte de los productos son conjugados
glucoronizados y sulfatados de la aglicona o del derivado metilado (Kroon et al., 2004).

Sin embargo, los antocianos (los componentes intensamente coloreados y responsables
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del color rojizo del vino) habitualmente no se conjugan durante la absorcién, y a este
respecto, son bastante peculiares. Aungue los mecanismos de absorcién para los
antocianos no se entiendan bien, el hecho de que aparezcan en el plasma sin metabolizar
y a concentraciones extremadamente bajas (Manach et al., 2005), parece indicar que
estos compuestos escapan del metabolismo intestinal pasando entre los enterocitos mas

que a través de ellos.
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2. Hipertension DOCA-sal o hipertension Volumen

dependiente.

2.1. Generalidades de la hipertension DOCA-sal.

A pesar de la incidencia relativamente baja de una hipertension humana secundaria
a la hipersecrecion de 11-deoxicorticosterona (DOC), la investigacion de uno de los
intermediarios en la biosintesis de corticosteroides y de su derivado acetilado (DOCA)
tiene un lugar prominente en el estudio de la hipertension experimental.

DOC y DOCA, fueron los primeros corticosteroides sintéticos que se obtuvieron a
grandes cantidades y fueron usados en numerosos estudios farmacolégicos a finales de
los afos treinta.

No es sorprendente que los primeros estudios clinicos sobre este tipo de
hipertension se realizaran en pacientes con enfermedad de Addison. Loeb et al., (1939)
describieron dos casos en los que la hipertension era provocada por el tratamiento con
DOCA, lo cual fue confirmado por otros autores (Thorn et al., 1942). Los estudios se
iniciaron en aquel laboratorio debido a que se encontré un namero significativo de
pacientes con enfermedad de Addison que desarrollaban insufuciencia cardiaca,
Kuhlmann et al., (1939), describieron que el tratamiento con DOCA en perros inducia
hipertensién, lo cual fue confirmado después por Swingle et al., (1941). En 1940,
Grollman et al., pusieron de manifiesto que el tratamiento con DOCA en ratas
aumentaba su presion arterial, sus experimentos mostraban una clara implicacion del
rifion en la patogénesis de este tipo de hipertension. Pero sus estudios también
demostraban que la inyeccion de DOCA per se a las ratas no producia hipertension.
Selye et al., (1943) fueron los primeros en demostrar que tanto la nefroesclerosis como
la hipertension eran resultado de un tratamiento con DOCA vy sal, hecho puesto de
manifiesto en distintas especies animales como ratas, perros y monos (Selye y Hall,

1943). Aquel grupo se embarcd en un estudio para relacionar el potencial de cada
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esteroide para causar hialinosis y nefroesclerosis (Selye, 1970). Establecieron la
relacion entre la actividad mineralocorticoide y su habilidad para producir dafio renal e
hipertension, definiendo la hipertensién mineralocorticoide.

Asi pues, la hipertension DOCA-sal en la rata es el modelo animal de hipertensién
mineralocorticoide mejor conocido. En este modelo la hipertension es inducida por la
inyeccion repetida de DOCA o por implantacién subcutanea de dicho compuesto, que se
va liberando de forma continuada. Seyle y Hall (1944) encontraron que las ratas eran
mas resistentes a una sobredosificacion de DOCA que otras especies estudiadas. El
procedimiento desarrollado para superar esta resistencia en estos animales de
experimentacion precisa realizar una uninefrectomia (Hall y Hall, 1969), probablemente
porque de este modo aumenta el efecto de retencion renal de Na* inducido por DOCA.
También se requiere el uso de NaCl en el agua de bebida (Selye et al., 1943). Aungue
este suplemento de NaCl en el agua de bebida de las ratas tratadas con DOCA va a
influir mas en la induccién de hipertrofia renal y cardiaca que en la presion arterial
(Green et al., 1948).

2.2. Patogeénesis de la hipertension DOCA-sal.

Uno de los factores que contribuyen a la instauracion de la hipertensién puede ser
la retencion de Na* y agua. Otro factor que debe ser tenido en cuenta en este modelo
experimental es la ausencia de sustancias antihipertensivas producidas por el rifién, tales
como prostaglandinas o lipidos neutros. El contenido de renina en plasma y en tejido
renal es menor en los animales tratados con DOCA, probablemente como consecuencia
de la expansién de volumen del fluido extracelular. Asi pues, el sistema renina-
angiotensina (SRA) no va a participar en la patogénesis de la hipertension inducida por
DOCA.

La ET-1 juega un papel fundamental en la patogénesis de la hipertension, en
contraste con otros modelos en los que estos niveles no estan modificados, como es el

caso del modelo SHR (Lariviere et al., 1993), este peptido de 21 aminoacidos produce
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una respuesta inflamatoria por aumento del estrés oxidativo a nivel de la pared vascular,
lo cual conduce a un remodelado vascular y a disfuncion endotelial y los antagonistas
de receptores de ET-1 reducen el aumento de la presion arterial y la hipertrofia vascular
presente en estos modelos experimentales de hipertension, asi como en pacientes
hipertensos (Schiffrin, 2005).

2.3. Alteraciones anatomopatoldgicas de la hipertension DOCA-sal.

La hipertension experimental va habitualmente acompafiada de lesiones renales. El
tipo de afectacion varia segin el modelo de hipertensién, sin embargo, en general, se
producen cambios a nivel glomerular, tubular e intersticial.

Dworkin et al., (1984) estudiaron la morfologia renal en ratas uninefrectomizadas y
con hipertension inducida por la administracion de DOCA-sal durante tres semanas, tras
las cuales observaron un aumento difuso de la matriz mesangial asi como areas focales
de trombosis y hemorragia intraglomerular. Ademas, ya antes de la aparicion de las
alteraciones histoldgicas estos animales mostraron alteraciones en la hemodinamica
renal y proteinuria, precediendo a las alteraciones estructurales.

Estos autores analizaron también el efecto del contenido proteico de la dieta sobre
la progresion de la insuficiencia renal, observando que cuando las ratas
uninefrectomizadas eran sometidas a una dieta hiperproteica se aceleraba la aparicion de
esclerosis glomerular. Estudios realizados en ratas con 90 % de ablacién de masa renal
demuestran que la restriccion proteica ayuda a preservar la arquitectura del glomérulo y
disminuye la proteinuria (Hostetter et al., 1981). En humanos, los estudios realizados
también sugieren un retraso en la progresion de la insuficiencia renal con la restriccidn
proteica (Maschio et al., 1982). Es probable que el efecto renoprotector de la restriccion
proteica en las ratas DOCA-sal se base en sus efectos sobre la hemodindmica renal, pero
lo que si esta claro es que no se relaciona con alteraciones en el balance de Na™ ni de
K"
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Se ha descrito la presencia de atrofia del epitelio tubular, hipertrofia de la
membrana basal y formacion de cilindros hialinos en ratas con hipertension DOCA-sal
(Kim et al., 1994). En el glomérulo se observa necrosis fibrinoide y atrofia de los
capilares del ovillo glomerular. A nivel vascular las arteriolas muestran una hipertrofia
prominente y necrosis fibrinoide. Asimismo, en el intersticio es patente una importante
fibrosis.

El dafio renal en este modelo resulta evidente por la proteinuria y los cambios
morfologicos. Hay estudios que investigan el tratamiento y la prevencion del dafio renal
como el que llevaron a cabo Seifi et al., (2009). Vieron el efecto de una terapia
antioxidante sobre el dafio renal en el modelo DOCA-sal. Administraron vitamina C
y/o vitamina E a dosis de 200 mg/Kg/dia, con lo que disminuyeron los niveles de
proteinas en orina y mejord la histopatologia renal. La coadministracion de estas
vitaminas no tuvo un efecto mayor que la administracion de éstas por separado, pero
queda clara la implicacién del estrés oxidativo en el desarrollo del dafio renal en este
modelo de hipertension. En otro estudio muy reciente de Bae et al., (2010), disefiado
para evaluar los posibles efectos renoprotectores de la rosiglitazona (un agonista de
receptor activado por proliferadores de peroxisomas del subtipo gamma) en la
hipertension DOCA-sal y su papel en la produccion de ET-1 y la fibrosis renal asociada
a la inflamacion, se ha observado que el tratamiento con rosiglitazona disminuye la
presion arterial y es efectivo en la prevencion de la progresion del dafio renal en la
hipertension DOCA-sal. Estos efectos antiinflamatorios y antifibréticos estan asociados

con la reduccion en la sobreexpresion de ET-1 y COX-2 entre otros factores.

2.4. Reactividad Vacular en la hipertension DOCA-sal.

Se conoce hace afios que hay una menor respuesta a Ach en aortas de ratas con
hipertensibn DOCA-sal, asi como en microvasos de la zona mesentérica, que se ha
relacionado con un incremento en la produccion de factores contractores derivados de
endotelio (FCDE) y que es sensible a inhibidores de la COX (Cordellini et al., 1990;
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Katusic y Shepherd, 1991). El deterioro de la relajacion dependiente de endotelio en la
hipertensidn estd intimamente relacionado con el grado de hipertension alcanzado y
puede ser recuperado tras el tratamiento con farmacos antihipertensivos como se ha
visto en varios modelos de hipertension genetica (Luscher et al., 1987; Nigro et al.,
1989).

Otro estudio de Cordellini (1999), corrobora el hecho de que la respuesta a Ach en
aortas de ratas con hipertension DOCA-sal esta disminuida y también lo atribuye a una
mayor produccion de FCDE, postulando que el efecto podria ser debido a un producto
del metabolismo del &cido araquidénico. Para comprobar esta hipotesis evalta la
respuesta endotelio-dependiente a Ach en aortas de ratas DOCA-sal, en presencia de
diferentes inhibidores del metabolismo del acido araquidonico, algunos de los cuales,
como el piroxicam, fueron capaces de restablecer la respuesta a Ach hasta valores
normales.

Nunes et al. (2000) realizaron curvas concentracion-respuesta al donador de NO,
NPS, en aortas de ratas con hipertension DOCA-sal. La relajacién causada por esta
molécula fue similar en los anillos de las ratas hipertensas a las de sus controles
normotensos, sin observarse diferencias en presencia o ausencia de endotelio. Este
hecho reafirma una posible disfuncion endotelial en este modelo de hipertension.

Hay tratamientos en los que se ha comparado la accion antihipertensiva del tempol
con la triple terapia (reserpina, hidralazina e hidroclorotiazida) (Nakano et al. 2003) se
observo como la triple terapia mostro un potente efecto en disminuir la presion arterial,
pero fracasé a la hora de suprimir el incremento en la produccion vascular de O,
mientras que un analogo permeable de la SOD fue capaz de suprimirlo. En ambos casos
se observo una mejora significativa en la respuesta a Ach en aorta, lo que sugiere que la
mejora de la disfuncion endotelial en ratas DOCA-sal resulta de la disminucién en la
presion arterial y no tanto por la normalizacion en la produccion de radicales O,

Bockman et al. (1992), describieron el papel protector que ejerce el endotelio en

arterias de resistencia, como la mesentérica, de ratas DOCA-sal. Cuando el endotelio
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era eliminado mecénicamente de la arteria, la respuesta contréctil a diversos agentes
como el KCI o la arginina vasopresina era similar en animales hipertensos vy
normotensos. En cambio, cuando se conservaba el endotelio del vaso, la hipertension
DOCA-sal producia un incremento significativo de la sensibilidad del vaso a estos
mismos agentes contractores. Por esta razon estos autores concluyeron que el endotelio
actlla como protector de este incremento de la respuesta contréctil.

En 2004, en este laboratorio, Galisteo et al., (2004) analizaron los efectos de la
administracion crénica de una dosis oral diaria de quercetina (10 mg/kg) sobre la
function endotelial y la presion arterial y la compararon con los efectos del blogueante
de canales de calcio verapamilo (20 mg/kg). Ambos compuestos previnieron el
incremento de presion arterial. Se vio gque la relajacion dependiente de endotelio a Ach
estaba disminuida en anillos intactos de ratas DOCA-sal. La incubacion de estos anillos
con una mezcla antioxidante de SOD y catalasa (CAT) mejord pero no restablecio por
completo dicha relajacion (indicando posibles alteraciones en el proceso de biosintesis
de NO). El tratamiento cronico con quercetina normalizo6 la funcién endotelial, y no se
observaron diferencias en presencia o0 ausencia de la mezcla antioxidante. La
administracion crénica de verapamilo no tuvo efecto sobre la disfuncion endotelial y
s6lo en presencia de SOD y catalasa se mejord la relajacion a Ach.

Zhao et al. (2000), analizaron la respuesta a ET1 en microvasos de ratas DOCA-sal
en un estudio disefiado para determinar el papel de la ET-1 en la resistencia periférica
elevada de estas ratas. La sensibilidad de los microvasos a ET-1 estaba disminuida en
ratas DOCA-sal. Esto se debia, probablemente, a la elevada concentracion de ET-1 a lo
largo del desarrollo de la hipertension, con la consiguiente regulacion a la baja de sus

receptores.

-35-



Introduccion

2.5. Estrés oxidativo e hipertension DOCA-sal.

Varios autores han observado incrementos en varios marcadores de dafio oxidativo
en diferentes tejidos en varios modelos experimentales de hipertension arterial. Estos
efectos lesivos se deben a alteraciones en la produccion de O,", en la biodisponibilidad
del NO y a cambios en la actividad NADPH oxidasa y de enzimas antioxidantes (Cediel
et al., 2003, Gomez-Amores et al., 2007, Ito et al., 1992, Kitts et al., 1998, Kumar y
Das, 1993, Pedro-Botet et al., 2000, Ulker et al., 2003, Zhan et al., 2004).

En el mismo estudio, ya mencionado en el apartado anterior, de Galisteo et al.,
(2004) analizaron los efectos de la administracion crdnica del flavonoide quercetina y
del verapamilo en la hipertension y el estado oxidativo de ratas DOCA-sal en diferentes
tejidos. En este estudio, el tratamiento DOCA-sal produjo una disminucion significativa
de la actividad de enzimas antioxidantes hepéticas, como la Glutation peroxidasa (GPX)
y la Glutation S-Transferasa (GST). La produccién de sustancias reactivas al &cido
tiobarbitarico (TBARS) también se encontraba incrementada en el higado y el corazén
de las ratas DOCA-sal. Esta disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes es
correlativa al incremento de la produccion de TBARS, siendo en una proporcion
similar. En cambio, se detecté un aumento en el contenido de Glutation total (GSH)
hepéatico, lo que esta considerado por algunos autores como un mecanismo de
adaptacion para la defensa frente a una formacion incrementada de radicales libres
(Toth et al., 1986). No se detectaron cambios en la actividad de la Glutation Reductasa
en higado en las ratas DOCA-sal, pero se observo una disminuida actividad renal de la
GST, lo que sugiere una menor tasa de reacciones de detoxificacidn, dejando a los
rifones mas expuestos a sufrir dafios. La quercetina fue capaz de incrementar los
sistemas de defensa antioxidantes en higado, corazon y rifion.

Consecuentemente, el estrés oxidativo esta directamente relacionado con el
desarrollo de la hipertension en este modelo experimental, de hecho en un estudio de los
autores Nicod et al., (2000), se postuld el uso de antioxidantes, en concreto el acido

clofibrico y el dietilmaleato, como coadyuvante a la terapia antihipertensiva. En el
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grupo de ratas hipertensas tratadas con los agentes antioxidantes citados, hubo un
incremento en las actividades hepéticas SOD, GPX y CAT, acompafiado de una
disminucion de la presion sanguinea elevada.

Somers et al. (2000), cuantificaron la produccién de O,” vascular en aortas de ratas
DOCA-sal mediante quimioluminescencia, observando que ésta era significativamente
mayor que en ratas normotensas. Hay evidencias de la contribucién de la NADPH
oxidasa a la produccion de O, en el modelo DOCA-sal, modelo de hipertensién
dependiente de ET-1 y con bajos niveles de renina (Touyz et al., 2004). Este modelo de
hipertension experimental se caracteriza por el aumento en la expresion de ET-1 en
arterias de resistencia (Lariviere et al., 1993) y la elevacion de los niveles de O, en la
pared vascular (Touyz et al., 2004). Aunque la relacion entre los receptores ETa y ETg
y la NADPH oxidasa ha sido destacada en varios estudios (Amiri et al., 2004), la
inhibicion de la NADPH oxidasa afectd s6lo parcialmente la generacion de O, en ratas
DOCA-sal (Berry y Hare 2004), mientras que el tratamiento con antagonistas para ETa
abolié la generacion de O, (Li et al., 2003), lo que sugiere una posible contribucion de
fuentes adicionales a la NADPH oxidasa como generadoras de O, en este modelo.

Callera et al., (2006) sugieren que el estrés oxidativo inducido por ET-1 en la
hipertension DOCA-sal implica mecanismos independientes de NADPH oxidasa. La
xantina oxidasa (XO) y la mitocondria son fuentes generadoras de O, y podrian
contribuir a la disfuncion vascular en la hipertension, siendo de este modo candidatos

como fuente adicional en la generacion de O, en ratas DOCA-sal (Viel et al., 2008).
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3. Hipertension SHR.

3.1. Generalidades de la hipertension SHR.

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

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

En este modelo experimental, la hipertension se caracteriza por desarrollarse
gradualmente, de forma que se pueden diferenciar dos fases fundamentales: una fase de
hipertension 1abil, que comienza a la edad de 4-6 semanas, y una fase de hipertension
establecida, que se alcanza a los 3-4 meses. Ademas, el aumento de presion arterial se
genera y se mantiene por un incremento de la resistencia vascular periférica, atribuida
en su fase inicial, a una vasoconstriccion funcional neurogénica y, posteriormente, a
cambios estructurales vasculares relacionados con una sintesis acelerada de proteinas

vasculares.
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3.2. Patogénesis de la hipertension SHR.

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

Varios estudios han demostrado que son los mecanismos peptidérgicos y
catecolaminérgicos centrales los que estan alterados en varias regiones cerebrales, como
el nucleo hipotalamico (Saavedra et al., 1978, Versteeg et al., 1976). También se ha
encontrado elevada la actividad de los sistemas hipotalamico-tiroideo e hipotaldmico-
corticoideo.

Graham et al. (1982) demostraron la existencia de un incremento en la densidad de
los receptores o, y Pi1 adrenérgicos en preparaciones de membrana renal de SHR
respecto a las de ratas WKY, lo que explicaria la mayor retencion de sodio que tiene
lugar en este modelo de hipertension. Se cree que el receptor o, adrenérgico del tabulo
proximal es un sitio probable de anormalidad que predispone al desarrollo de
hipertension genética en SHR. El sistema nervioso simpatico parece participar, pues, de
forma decisiva en la patogénesis del modelo de hipertension genética SHR

En SHR, el gasto cardiaco es normal o estd reducido, aunque algunos estudios
describen un incremento del mismo en el estadio precoz de la hipertensién, atribuido a
un aumento de la frecuencia cardiaca (Lundin y Hallback-Nordlander, 1980). Respecto
a la regulacion del volumen, la utilizacion renal de sodio y agua es normal, pero los
riflones necesitan una mayor presion de perfusion para mantener su funcionalidad. La
tasa de filtracion glomerular solo esta reducida en los estadios avanzados de la

hipertensién, cuando ya hay complicaciones vasculares renales extensas.
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En definitiva, se puede decir que los factores relacionados con el volumen de
liquido circulante no desempefian un papel especialmente importante en el desarrollo de

esta hipertension (Trippodo et al., 1978).

3.2. Alteraciones anatomopatolodgicas de la hipertension SHR.

El cambio hemodinamico méas importante para el mantenimiento de esta
hipertension es el incremento de las resistencias periféricas totales (Folkow, 1978,
Folkow et al., 1958). En el modelo de hipertension SHR se han observado cambios en
la estructura de las pequefias arterias (disminucion del lumen e incremento de la
relaciéon media/lumen) independientemente de la técnica utilizada para su deteccion
(miogréfica o histolégica) o del vaso de resistencia examinado: mesentérico (Deng y
Schiffrin, 1992; Mulvany et al., 1985), cerebral (Baumbach y Heistad, 1989) o femoral
(Bund et al., 1991).

En hipertensos esenciales, estas alteraciones estructurales son consecuencia de la
redistribucion de los miocitos vasculares normales (a lo que se le denomina
remodelado), sin que se modifique su crecimiento ni exista hipertrofia celular. En SHR,
este remodelado se acompafia de un incremento en el nimero de CMLV (hiperplasia),

aunque no se observa hipertrofia celular (Heagerty et al., 1993).

Sistema renina-angiotensina.

En las ratas jovenes SHR existe un claro aumento de la resistencia periférica junto
con una disminucién de la tasa de filtracion glomerular y del flujo sanguineo renal.
Estos factores suponen bien un incremento de los sistemas vasoconstrictores, bien una
disminucion de los sistemas vasodilatadores o ambas cosas. En este modelo de
hipertension, aunque los valores plasmaticos de renina son normales, parece que la
alteracion del sistema renina-angiotensina representa un importante papel. El contenido
renal de renina esta elevado en ratas jovenes (desde el nacimiento hasta 4-6 semanas de

edad) (Saito et al., 1976) y desciende con la edad, al contrario de lo que ocurre en ratas
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WKY, cuya actividad plasmatica de renina permanece estable durante toda la vida. Por
otra parte, se ha comprobado que la administracién crdnica de un inhibidor de la enzima
de conversion de la Ang Il previene el desarrollo de la hipertension en SHR jovenes y
revierte la hipertension en SHR adultas, al reducir las resistencias periféricas (Richer et
al., 1983). Se han obtenido resultados contradictorios al examinar la reactividad
vascular renal a Ang Il exdgena en rifiones aislados y perfundidos de SHR; no obstante,
Chatziantoniou et al. (1990) demostraron que la reactividad vascular a Ang Il ex vivo se
duplicaba en ratas SHR respecto de las ratas WKY de la misma edad. Todo esto hace
suponer que el sistema renina-Ang estd involucrado en la exagerada vasoconstriccion
que se produce en ratas jovenes con hipertensién genética. Esta vasoconstriccion
inducida por la Ang Il es posible que se deba a un incremento del nimero y/o la
afinidad de los receptores de Ang Il en la vasculatura renal de SHR o a un incremento,
en las ratas WKY, de los sistemas vasodilatadores que se oponen a la accion de la Ang
.

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

Otro hecho que ratifica la participacion del sistema renina-Ang en este tipo de
hipertensién es la reduccion de presion arterial que inducen los antagonistas de los
receptores de Ang Il (Wong et al., 1990). Dada la actividad plasmatica normal de renina
en SHR, se ha especulado con la posibilidad de que la renina derivada del rifion
contribuya a la generacion local de Ang Il para mantener el tono vascular en estas ratas.
Ademas, y puesto que los antagonistas de Ang Il no promueven excrecion de sodio y

agua en este modelo de hipertension y si incrementan el flujo plasmatico renal, se
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sugiere que la Ang Il contribuye a la elevacion de la resistencia vascular renal en SHR.
Todos estos datos son bastante consistentes para formular la hipotesis de que el factor
responsable de la elevada resistencia periférica y vascular renal en SHR sea una

anormalidad en el sistema renina-angiotensina tisular (Fenoy et al., 1991).

3.4. Reactividad Vascular en la hipertension SHR.

En estudios previos de este grupo en anillos adrticos de SHR se observa una clara
disfuncion endotelial que se manifiesta por una reducida vasodilatacion dependiente de
endotelio a Ach (Vera et al., 2007). En aorta de rata la vasodilatacion dependiente de
endotelio se debe casi completamente a la liberacion endotelial de NO y la subsiguiente
activacion de la guanilato ciclasa soluble en las células del musculo liso vascular (Ulker
et al., 2003). Se ha visto que la vasodilatacion independiente de endotelio inducida por
el activador de la guanilato ciclasa, NPS, es similar en SHR y WKY indicando que la
disfuncion endotelial se debe a cambios en la biodisponibilidad de NO derivado de
endotelio, mas que a cambios en la sensibilidad del muasculo liso vascular a NO
(Sanchez et al., 2006).

Pueden ocurrir cambios aparentes en la vasodilatacién dependiente de endotelio,
debidos a la liberacion de vasoconstrictores producidos y liberados por el endotelio, que
originan efectos opuestos al NO (Nagao et al., 1992a, b, Auch-Schwelk et al., 1990). De
hecho, de acuerdo con datos anteriores (Nagao et al., 1992a), las SHR mostraron una
vasoconstriccion dependiente de endotelio inducida por Ach aumentada respecto a sus
controles normotensos WKY en arterias tratadas con el inhibidor de la eNOS, L-
NAME. Esta respuesta fue abolida por el antagonista del receptor de tromboxano-
endoperoxido SQ-29,548 (Auch-Schwelk et al., 1990), lo que indica que la Ach
provoca tambien la liberacion endotelial de prostanoides vasoconstrictores que modulan
la vasodilatacion mediada por NO.

Otro mecanismo que puede estar involucrado en la disfuncién endotelial en SHR es

el aumento de la produccion de un factor endotelial constrictor. Se especula con un
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derivado prostanoide del tipo prostaglandina H,/TXA, que podria expresarse localmente
en exceso, puesto que la incubacion de anillos adrticos de animales SHR en presencia
del inhibidor de la COX, indometacina, reduce la disfuncion endotelial en respuesta a la
Ach (Lahera et al., 1993; Luscher et al., 1990). Estudios publicados por nuestro grupo
sefialan que puede ser la PGH, el compuesto responsable del efecto vasoconstrictor
(Veraet al., 2005).

La prostaciclina PGIl, no provoca ninguna o poca relajacion en aortas de SHR de
edad avanzada probablemente porque la expresion génica del receptor de PGI, (receptor
IP) disminuye con la edad y ademas esta sistematicamente menos expresada en SHR
que en WKY a cualquier edad (Numaguchi et al., 1999).

3.5. Estrés oxidativo e hipertension SHR.

Esté aceptado que el estrés oxidativo es uno de los mecanismos involucrados en la
patogénesis de la hipertension arterial (Touyz, 2004). Hay evidencias que indican la
importancia del papel del sistema renina-anigiotensina (SRA) en el estrés oxidativo
asociado con la hipertensién arterial (Ortiz et al., 1998; Zicha et al., 2006). En un
estudio muy reciente de Miguel-Carrasco et al., (2010) en el que se pretendia comparar
el efecto antioxidante del captopril con el de la L-carnitina, se analizo la actividad de
varias enzimas antioxidantes y el papel del SRA en el corazén de ratas SHR.

Para demostrar la implicacion del SRA en el estrés oxidativo en este modelo, se
estudiaron dos componentes de dicho sistema, el receptor 1 de angiotensina Il (AT1) y
la enzima convertidora de angiotensina (ECA) observandose sobrerregulacion de ECA
y AT1 en el ventriculo izquierdo en ratas SHR. Sin embargo, la produccién de O," en la
hipertension arterial no depende del estado del SRA exclusivamente. De hecho habia
una disminucion en la expresion de mRNA de la GPX y la SOD, disminuyendo asi la
defensa antioxidante. Tanto la L-carnitina como el captopril aumentaron la capacidad de
defensa frente al estrés oxidativo en las ratas SHR mediante la regulacién de enzimas

antioxidantes y la inhibicion del SRA.

-43 -



Introduccion

Este grupo observo una mayor produccion de O,” encontrada en aorta de ratas
SHR, estimulada con NADPH, que en ratas WKY, y que dicha sobreproduccion era
inhibida por quercetina (Sanchez et al., 2006). La NADPH oxidasa es un complejo
enzimatico de multiples subunidades responsable de la reduccién monoelectrénica del
oxigeno para producir O, a expensas de NADPH (Ozgova et al., 2003). Este complejo
enziméatico es considerado la fuente mas importante de O, en la pared vascular
(Manach et al., 2005). Un exceso en la generacion de O, sintetizado por NADPH
oxidasa se relaciona de forma crucial con la disminucion de NO asociado a disfuncion
endotelial en hipertension clinica y experimental (Li y Shah, 2003, Cai y Harrison.,
2000, Griendling et al., 2000, Babior, 1999, Rajagopalan et al., 1996, Ohara et al.,
1993).

Numerosos estudios han sugerido que la subunidad p47phox de NADPH oxidasa
juega un papel esencial en el estrés oxidativo vascular y la presion sanguinea en
respuesta a Ang Il in vivo (Virdis et al., 2004, Touyz 2001). De hecho, el inhibidor de
NADPH oxidasa, apocinina, que impide la unién de las subunidades p47phox y
p67phox con el complejo de membrana de la NADPH oxidasa (Meyer y Schmitt, 2000),
redujo la disfuncion endotelial en SHR in vitro. Resultados obtenidos en este laboratorio
(Sanchez et al., 2006) muestran que en SHR hay mayores niveles de esta proteina
componente de NADPH oxidasa que en las aortas de WKY.

Como ya hemos visto se asocia la produccion de radicales libres a la disfuncion
endotelial en el modelo SHR (Grunfeld et al., 1995; Suzuki et al., 1995), pero la
NADPH oxidasa no es la Unica fuente generadora de radicales libres, de hecho, la
reduccion de la produccion de O,  mediante aloxantina, un inhibidor de la XO
(Miyamoto et al., 1996) disminuye de forma aguda la presion arterial en ratas SHR.
También se ha descrito que la administracion crénica de antioxidantes como la vitamina
E (Chen et al., 2001) revierte la disfuncion endotelial hipertensiva y reduce la presion
arterial. El O, tiene la capacidad, como ya se describio, de oxidar el NO (eliminando

asi su efecto beneficioso) y producir peroxinitrito (ONOO), que tiene una potente
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accion oxidante y produce lesion celular a nivel estructural y molecular (Rubanyi y
Vanhoutte, 1986). EI ONOO" reacciona con el &cido araquidonico y produce 8-
isoprostaglandina PGF,,, que es un potente vasoconstrictor que incrementa la presion
arterial (Morrow y Roberts, 1996). Ademas, varios estudios han demostrado que el O,”
puede actuar como vasoconstrictor (Cosentino et al., 1994; Auch-Schwelk et al., 1989)
y estimulante de la proliferacion celular por sus efectos mitogénicos directos sobre las
CMLYV (Gong et al., 1996; Rao y Berk, 1992). En estudios recientes se ha visto que la
administracion crénica de N-acetilcisteina, un antioxidante con un grupo tiol, atenud
parcialmente el incremento de presion arterial que tiene lugar en ratas jovenes SHR. Los
mecanismos responsables parecen estar relacionados tanto con la disminucién en los

niveles de ROS como por el incremento en la produccion de NO. (Pechanova et al.,

2007).
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4. Endotelina-1.

4.1. Biosintesis, regulacion y lugares de generacién

Cada isoforma de ET estd expresada por un gen diferente, que da lugar a un
precursor especifico para cada isoforma Ilamado 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
Ilamados big-endotelinas (big-ETs) por accion de endopeptidasas; y una segunda fase,
donde estas big-ETs dan lugar a los péptidos activos de 21 Aa (ET-1, ET-2 y ET-3) por
accion de las enzimas convertidoras de endotelina (ECEs) (Denault et al.,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-21*,
ET-3"%Y), o bien endopeptidasas o metaloproteinasas (metaloproteinasa-2 o
metaloproteinasa-9 vasculares) (Turner et al., 1997, Kishi et al., 1998, D’Orléans-Juste
et al., 2003, Alonso y Radomski, 2003, B6hm 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 et al., 1994).

ECE-1 se localiza en diversos tipos de células, pero es en las células endoteliales
donde esta mayoritariamente expresada (Korth et al., 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-la, ECE-1b, ECE-1c,
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 accion extracelular. Ademas la ECE-1b puede

- 46 -



Introduccion

dimerizarse con las otras isoformas membranales regulando la actividad de estas Gltimas
(Muller et al., 2003).

ECE-2 esta localizada intracelularmente, es activa a un pH = 5.8 y se localiza en
diversos tipos de células incluyendo neuronas.

Tanto ECE-1 como ECE-2 presentan mayor afinidad por big-ET-1 que por big ET-
2 0 big ET-3.

Las endotelinas son sintetizadas en diversos tejidos del organismo. ET-1 se
sintetiza fundamentalmente en las células endoteliales, lo cual estd estrechamente
relacionado con la mayor expresion de mRNA 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 se sintetiza en las CMLV, corazdn, rifion, pituitaria posterior y
sistema nervioso central (SNC), pero a una concentracion mucho menor (Agapitov et
al., 2002). ET-2 se sintetiza en células endoteliales, corazon y rifion (Howard et al.,
1992). ET-3 se sintetiza en células endocrinas, gastrointestinales y del SNC, pero no en
células endoteliales (Gray et al., 1995). En el SNC, la ET-3 ejerce su accion a través de
receptores de ET tipo B (ETg), actuando como un neuropéptido implicado en la
migracion de las células de las crestas neurales (Hosoda et al., 1994).

La produccion de ET-1 por las células endoteliales estd regulada en el proceso de
sintesis del péptido, pero no en su liberacion, 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
depdsitos intracelulares especificos de las células endoteliales llamados cuerpos de
Weibel-Palade, desde donde es liberada en respuesta a un estimulo externo (Russell et
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 regulacion del tono vascular y ejerciendo

acciones paracrinas, endocrinas, autocrinas y secretoras (Brunner et al., 2006). Ademas,
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la ET-1 es liberada por otras células del organismo como CMLV, cardiomiocitos,
leucocitos, macrofagos, células mesangiales y células del tubulo renal (Tostes et al.,
2008).

La produccion y liberacion de ET-1 es estimulada por diversos agentes como:
hormonas vasoactivas (angiotensina-Il, vasopresina, cortisol, adrenalina, trombina,
insulina), factores de crecimiento [factor de crecimiento transformante (TGF-p,
transforming growth factor [5); factores de crecimiento de insulina (IGF, insulina
growth factor)], factores metabdlicos (glucosa, LDL, colesterol), hipoxia, cambios en
las fuerzas de cizallamiento de la pared vascular, radicales libres, endotoxinas y
ciclosporina (Tamarisa et al., 1995, Gray et al., 1995). Existe una implicacion de la
PKC Ca®*-dependiente en dicha estimulacién, inhibiéndose la expresién de la ET-1 en
presencia de inhibidores de PKC y quelantes de calcio (Emori et al., 1991). Otros
factores que también disminuyen la expresion del gen de la ET-1 son el NO derivado
del endotelio (Warner et al., 1992, Boulanger y Luscher, 1990), los péptidos
natriuréticos (Emori et al.,, 1993, Kohno et al., 1992), que elevan el GMPc y
disminuyen la actividad de PKC, y la heparina (Imai et al., 1993, Yokokawa et al.,
1993).

Por otra parte, el factor fisiologico que desempefia el papel mas importante para la
regulacion de la produccién y liberacion de ET-1 es el cambio de flujo sanguineo. El
aumento de flujo sanguineo promueve vasodilatacion activando receptores de células
endoteliales con liberacién de NO y disminucion en la produccion y liberacion 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 (internalizacion de receptores de ETg y degradacion
enzimatica por endopeptidasas) que se producen principalmente en pulmones y en otros
organos como rifiones, higado y corazon (Dupuis et al., 1996, Dupuis et al., 1999,
Johnstrom et al., 2005). El aclaramiento de ET-1 por internalizacion de receptores de
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ETg, descrito por primera vez por Fukuroda y cols. (1994), es un mecanismo por el que
se mantienen niveles plasmaticos bajos de ET-1, cercanos al rango vasodilatador.

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 et al., 2001).

La activacion 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 produccién local de ET-1 (Tostes et al., 2008).

4.2. 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 (ETA) y B (ETg). Ambos tipos de receptores pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteinas G y dan lugar a respuestas fisiologicas
diferentes (Arai et al., 1990, Pierce et al., 2002).

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

Se conoce la existencia de dos subtipos de receptores ETg, con diferente
localizacion y funcion. Los receptores ETg; estdn expresados principalmente en las
células endoteliales, donde originan la liberacion de NO vy prostaciclinas (PGl;), dando
lugar a respuestas vasodilatadoras y antiapoptoticas. Los receptores ETg; se localizan en

las CMLYV, donde median respuestas vasoconstrictoras, asi como en el estomago, utero,
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cerebro, corteza adrenal y rifidn, donde participan en respuestas mitogénicas y pro-
inflamatorias. La afinidad de los receptores ETg por las endotelinas es ET-1=ET-2=ET-
3 (Sakurai et al., 1993, Rosendorff, 1996).

El ndmero de receptores de ET-1 esta regulado por distintos factores, asi la
angiotensina y los ésteres de forbol disminuyen su expresion, mientras que la
ciclosporina y la isquemia la aumentan (Agapitov et al., 2002). Por otro lado, en
determinadas situaciones patologicas como aterosclerosis, hipertension o resistencia a la
insulina, la distribucién de los receptores ETg se puede ver alterada, disminuyendo en
el endotelio y aumentando en la capa media vascular (Iglarz y Clozel, 2007).

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

estable, lo que explicaria la profunda vasoconstriccion que origina (Tostes et al., 2008).
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Figura 2. Sintesis, regulacion y acciones vasculares de ET-1. La liberacion 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 accion de diversos agentes. Una vez liberada, la ET-1 ejerce sus
acciones a través de dos tipos de receptores: ET, y ETg. Los receptores ET, se localizan en las
CMLV donde median vasoconstriccién, proliferacion y remodelado vascular, debido a un
aumento en los niveles de Ca®" intracelular por activacién de la fosfolipasa C (PLC) y
liberacion de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Los receptores ETg se localizan en
las células endoteliales donde median respuestas vasodilatadores y antiproliferativas, debido a
un aumento en la liberacion 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
CMLYV (ETg,), donde median vasoconstriccidn, proliferacion y remodelado vascular.

@ Activacion. — Inhibicion.
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4.3. 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 et al., 1991). En el sistema cardiovascular
el NO no solo origina vasodilatacion sino que también inhibe la adhesion y agregacion
plaquetaria, la proliferacion de las CMLV, la adhesion de monocitos, la expresion de
diferentes moléculas de adhesion y la produccion de ET-1 (Radomski et al., 1987a, b,
Taddei et al., 2000). La ET-1 posee capacidad para producir una vasoconstriccion
sostenida concentracion dependiente y endotelio independiente en anillos vasculares de
varias especies (Hickey et al., 1985, O’Brien et al., 1987). ET-1 interacciona con varios
sistemas bioldgicos como el sistema L-arginina/NO, el SRA y el sistema nervioso
simpatico. Ademas, el sistema de ETs juega un papel importante en diversas acciones
bioldgicas como regulacién 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 desequilibrio entre NO/ET-1 puede contribuir a
cambios en la funcién vascular observados en estados patoldgicos. De hecho, se ha
observado que algunas vasculopatias que estan asociadas a una menor biodisponibilidad
de NO muestran un incremento en la sintesis de ET-1, lo cual sugiere una estrecha
relacion entre ambos mediadores derivados del endotelio (Alonso y Radomski, 2003).

La ET-1 puede reducir la biodisponibilidad del NO por disminucién de la
produccién de NO mediante inhibicion 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 et al., 2003). En condiciones
patoldgicas, ET-1 aumenta la expresion de caveolina-1, que inhibe la actividad de la
eNOS (Kamoun et al., 2006, Karaa et al., 2005). O bien, por aumento de la
degradacion de NO mediante su interaccion con ROS. In vivo, la sobreexpresion de ET-

1 induce un aumento en la produccion de ROS en el arbol vascular (Amiri et al., 2004),
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que pueden interaccionar con el NO, o bien, con BH, e inducir el desacoplamiento de
la eNOS. En ambos casos se produce una disminucion en los niveles de NO, lo cual
conduce a la apariciéon de disfuncion endotelial. El papel de la ET-1 endogena para
inducir disfuncion endotelial por aumento en la produccion de ROS se confirma en el
modelo DOCA-sal, donde se observa disfuncion endotelial, disminucién de los niveles
de BH, y aumento de la produccion de ROS (Zheng et al., 2003, Iglarz et al., 2003). En
este modelo animal de hipertension, los niveles de BH4 son restaurados por inhibicién
de la NADPH oxidasa, principal fuente generadora de ROS a nivel vascular, o por
inhibicion de los receptores de ET-1(Zheng et al., 2003).

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, infusion de Ang I, 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). En estos modelos se ha observado un aumento en los niveles plasmaticos de ET-
1y de ROS, lo cual esta asociado a la disfuncion endotelial que se observa en ellos.
Diversos autores han demostrado que la ET-1, a través de la activacion de sus
receptores (ETA/ETg), produce un aumento en la produccion vascular de ROS por
activacion de la NADPH oxidasa (Li et al., 2003, Callera et al., 2003). Este incremento
de ROS contribuye a la reduccion de la biodisponibilidad del NO, dando lugar a
disfuncion endotelial (Iglarz et al., 2003). Por tanto, las ROS juegan un papel esencial
en la disfuncién endotelial observada en los modelos de hipertension inducidos por la
elevacion de los niveles de ET-1(Sedeek et 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, hipertension pulmonar y enfermedades autoinmunes. La
implicacion de la ET-1 en la disfuncion endotelial observada en aterosclerosis ha sido

demostrada en ratones deficientes en apoE, que es un modelo animal de hiperlipidemias
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y aterosclerosis ampliamente usado. En este modelo animal tanto la disfuncion
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 et al., 1998, Best et al.,
1999). En la diabetes, el aumento de los niveles de insulina y de los productos de
glicosilacion avanzada induce una activacion del sistema de ETs y el desarrollo y
mantenimiento de la disfuncion endotelial. En pacientes con hipertensién pulmonar se
observa un aumento en la expresion y los niveles plasmaticos de ET-1, que induce
disfuncion endotelial (Stewart et al., 1991, Giaid et al., 1993). La disfuncion 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 et al., 1982, Lima et al., 1991, Filep et al., 1995).

A pesar de las evidencias clinicas y preclinicas existentes, los mecanismos por los

que la ET-1 induce disfuncion endotelial estan siendo investigados actualmente.
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Justificacion y objetivos

El consumo moderado de alcohol se asocia con una reduccion significativa de la
mortalidad cardiovascular en humanos (Flesh et al., 2001). Algunos estudios indican
que el vino puede ser més protector que otras bebidas alcoholicas como la cerveza o los
alcoholes de alta graduacion (Klatsky et al., 1997, Gronbaek et al., 2000). Un
metaanalisis de méas de 26 estudios en mas de 200.000 individuos ha revelado que, en
comparacion con los abstemios, el riesgo cardiovascular esta reducido en un 22% en
bebedores de cerveza, y un 32% en bebedores de vino (Di Castelnuovo et al., 2002).
Este y otros estudios sugieren que el vino podria contener compuestos de naturaleza no
alcohdlica, que protejan frente a la enfermedad vascular aterosclerética. Acorde con esta
idea la ingesta relativamente alta de vino en Francia se piensa que pueda influir en la
menor mortalidad por enfermedad cardiaca coronaria, la cual estd reducida en un 50%
comparado con otros paises europeos y EEUU, a pesar de una ingesta similar en grasas
saturadas (Renaud et al., 1992, Tunstall-Pedoe et al., 1999). Sin embargo, las bases
moleculares de este fenomeno, conocido comunmente como la “paradoja francesa”,
siguen sin conocerse.

La hipertension es un factor de riesgo bien establecido para el desarrollo y la
aceleracion de la aterosclerosis. Los polifenoles del vino tinto y extractos de piel de uva
reducen la presion sanguinea en varios modelos de experimentacion animal, como el
inducido por inhibicion crconica de la sintesis de NO por L-NAME (Bernatova et al.,
2002, Pechanova et al., 2004), por la infusiébn de Ang Il (Sarr et al., 2006) e
hipertension DOCA-sal (Soares de Moura et al.,, 2002), y esta reduccidon esta
relacionada con una combinacién de acciones vasodilatadoras y antioxidantes. El estrés
oxidativo y la inactivacion del 6xido nitrico por el anion O, juegan un papel critico en
la patogénesis de la enfermedad vascular, incluyendo la hipertension arterial
(Griendling et al., 1997, Landmesser et al., 2001). EI O, arterial esta elevado en la
hipertension inducida por Ang Il (Oskarsson et al., 1997), lo que es atribuible en gran
parte a la activacion de la NADPH oxidasa por Ang Il (Rajagopalan et al., 1996,

Pagano et al., 1997). Sin embargo, también se ha encontrado un exceso en la
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produccion vascular de O;" en la hipertension DOCA-sal (Somers et al., 2000, Wu et
al., 2001, Beswick et al., 2001), un modelo con una baja actividad de la renina en
plasma debido a la retencion de sodio (Gavras et al., 1975). Se ha visto que la ET-1
contribuye a la patogénesis de la hipertension sensible a la sal en animales y humanos
(Schiffrin et al., 2001), secundaria a un estado de bajos niveles de renina (Letizia et al.,
1997, Elijovich et al., 2001). La ET-1 es uno de los vasoconstrictores mas potentes
producidos en la pared de los vasos sanguineos (Lariviere et al., 1993), y ademas
aumenta la produccion vascular de O,°, al menos en parte, debido a la actividad
NADPH oxidasa (Li et al., 2003), lo que lleva a disfuncién endotelial y a hipertension.
Un extracto de vino tinto (Corder et al., 2001) y los componentes polifenélicos del
mismo (Khan et al., 2002) disminuyen la sintesis de ET-1 en cultivos de células
endoteliales de aorta bovina, mediante la supresién de la transcripcion del gen de ET-1.
Por tanto, el primer objetivo de esta Tesis Doctoral es examinar si la ingesta
cronica de RWPs previene la hipertension y la disfuncién endotelial en un modelo
DOCA-sal, buscando los posibles mecanismos implicados, centrandonos en la

produccién de ET-1 y el estrés oxidativo.

La incidencia de enfermedades cardiovasculares entre mujeres premenopausicas es
mas baja que entre hombres de la misma edad, pero crece répidamente tras la
menopausia. La presion arterial es también mas alta en hombres que en mujeres en
edades similares (Wiinber et al., 1995) y esta diferencia se reduce o incluso se invierte
tras la menopausia. La pérdida de estrogenos se ha sugerido como un factor de riesgo
para la hipertension postmenopausica. Los subtipos de receptor estrogénico ERa y ERp
se expresan en células endoteliales y en el musculo liso vascular (Linder et al., 1998,
Pare et al., 2002, Darblade et al., 2002, Zhu et al., 2002). Los estrégenos aumentan la
generacion de NO derivado de endotelio, modulan el sistema renina angiotensina tisular
y muestran efectos antioxidantes (Mendelson et al., 2005, Dean et al., 2005). Los

tratamientos con estrogenos a largo plazo mejoran la disfuncion endotelial, mediante la
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regulacion al alza de la eNOS (Hayashi et al., 1995, Hishikawa et al., 1995), la
modulacién postranscripcional de la actividad eNOS (Fulton et al., 2001), o por efectos
no genomicos, incluyendo la activacion de la sintesis de NO (Caulin-Glaser et al., 1997,
Vera et al., 2005). Sin embargo, a pesar de los efectos positivos en la funcion vascular
encontrados en cultivos celulares (Hishikawa et al., 1995, Caulin-Glaser et al., 1997),
en estudios en animales (Keaney et al., 1994, Collins et al., 1994, Dantas et al., 2002) y
en humanos (Gilligan et al., 1994, Lieberman et al., 1994, Virdis et al., 2000) ex vivo
(Vera et al., 2005) e in vivo a corto plazo, la terapia sustitutiva de estrogenos no ha
protegido de las enfermedades cardiovasculares en los ensayos controlados
randomizados a gran escala (Grady et al., 2002, Rossouw et al., 2002).

Varias clases de compuestos polifendlicos que se consumen junto con nuestra dieta
regular se asemejan tanto funcional como estructuralmente a los estrogenos y, por tanto,
se han llamado generalmente “fitoestrogenos”. Estos compuestos de la dieta parece que
proporcionan proteccion frente a enfermedades cardiovasculares (Cos et al., 2003).
Trabajos previos en este (Vera et al., 2007) y otros laboratorios (Fang et al., 2001, Peng
et al., 2003) demostraron que los fitoestrogenos de la soja pueden proteger a las ratas
SHR con bajos niveles de estrogenos. Los polifenoles del vino tinto y los extractos de
piel de uva también reducen la presion sanguinea en machos en varios modelos de
hipertensién experimental (Bernatova et al., 2002, Pechanova et al., 2004, Sarr et al.,
2006, Soares de Moura et al., 2002) debido a la combinacion de efectos vasodilatadores
y antioxidantes. In vitro, varios componentes polifendlicos del vino tinto incrementan la
actividad transcripcional de ERa y ERg (Gehm et al., 1997, Goodin et al., 2002, Klinge
et al., 2005). Sin embargo, no hay estudios que analicen el posible efecto protector in
vivo sobre la presion sanguinea y la funcién endotelial de los polifenoles del vino tinto
en hembras y su relacion con la funcién ovarica.

El segundo objetivo de esta Tesis Doctoral consiste en investigar si los polifenoles

del vino tinto ejercen un efecto protector in vivo sobre el declive de la funcion vascular
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en un modelo experimental de disfuncion endotelial inducido tanto por una elevada
presion arterial como por ovariectomia en ratas hembra.

La ET-1 es un péptido vasoconstrictor muy potente derivado de endotelio que juega
un papel crucial en la fisiologia cardiovascular y cuyas alteraciones se asocian con la
mayoria de las formas de enfermedad cardiovascular. Los modelos experimentales de
hipertensiéon como el modelo DOCA-sal o el modelo por infusién de Ang Il, la
aterosclerosis y la diabetes muestran altos niveles de ET-1 circulante y estan asociados a
disfuncion endotelial (Bousette y Giaid, 2003, Cernacek et al.,2003, Muller et al.,2003,
Schiffrin 2005). La disfuncion endotelial, definida como un desequilibrio en los factores
vasoactivos que lleva a la vasoconstriccion y a cambios estructurales en la pared
vascular, es un evento previo en la patofisiologia de la aterosclerosis y la hipertension, y
es un marcador temprano e independiente de mal pronostico (Schachinger et al., 2000).
Los datos obtenidos hasta la fecha indican que la ET-1, a través de la activaciéon de
receptores ETa/ETg, incrementa la produccion de ROS en la vasculatura (por ejemplo el
anion O,") resultando en disfuncién endotelial (Wedgwood et al., 2001, Li et al., 2003c,
Loomis et al., 2005).

La mayor fuente de ROS intracelulares en las células vasculares es la NADPH
oxidasa, un complejo multienziméatico que comprende dos subunidades ancladas a la
membrana, Nox (Nox-1, Nox-2 0 gp91P"™ Nox-4 0 Nox-5) y p22°" que son reguladas
por subunidades citoplasmaticas como son la p47°", la p67°"* y una proteina G de
bajo peso molecular (rac 1 o rac 2) (Lyle y Griendling, 2006). La ET-1 incrementa la
produccion vascular de O, " a través de la activacion de la NADPH oxidasa, la xantina
oxidasa y la mitocondria. Esta via se ve ampliada porque el O’induce el
desacoplamiento de la eNOS favoreciendo una mayor produccion de ROS que a su vez
conduce a la disfuncién endotelial. (Loomis et al., 2005, Munzel et al., 2005, Romero et
al.,, 2009).  Ademaés, recientemente hemos visto en este laboratorio que la ET-1
induce generacion de O, a través de la NADPH oxidasa por el incremento en la

expresion proteica de p47°"™ (Romero et al., 2009). La via de sefializacién para este
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efecto implica la activacion secuencial de PKC, c-Src y ERK1/2 (Romero et al., en
prensa).

Los polifenoles del vino tinto reducen los factores de riesgo cardiovascular como
son la hipertension y la disfuncion endotelial. De hecho, la administracion crénica de
RWPs reduce la presion arterial y mejora la disfuncion endotelial en ratas DOCA-sal,
un modelo de hipertension con bajos niveles de renina en el que la ET-1 juega un papel
predominante (Soares de Moura et al., 2002). De modo similar, en ratas Zucker los
RWPs reducen la liberacion de O, por medio de la disminucion en la expresion de la
subunidad de membrana de la NADPH oxidasa Nox-1 (Agouni et al., 2009). Sin
embargo, no esta claro si estos efectos protectores de los RWPs son como resultado de
una disminucién en la sintesis de ET-1 y/o por interferir con las vias de sefializacion de
la ET-1 que llevan al estrés oxidativo en la pared vascular.

El tercer objetivo de esta Tesis Doctoral es analizar los mecanismos implicados en
los efectos protectores de una mezcla de RWPs en la disfuncion endotelial y el estrés

oxidativo vascular inducidos por ET-1 en anillos aorticos aislados de rata.

-61-






Justification and aims.







Justification and aims

Moderate alcohol consumption is associated with a significant reduction of
cardiovascular mortality in humans (Flesch et al., 2001). Some studies indicate that
wine may be more protective than other liquors such as beer or spirits (Klatsky et al.,
1997; Gronbaek et al., 2000). A recent meta-analysis of 26 studies on more than
200.000 individuals revealed that when compared with abstainers, cardiovascular risk
was reduced by 22% in beer drinkers, and by 32% in wine drinkers (Di Castelnuovo et
al., 2002). This and other studies suggest that wine may contain non-alcoholic
compounds which, in addition to alcohol, that protect against atherosclerotic vascular
disease. Consistent with this idea the relatively high wine intake in France is thought to
account for the lower mortality from coronary heart disease, which is reduced by 50%
compared with other European countries and the USA, despite similar intakes of
saturated fats (Renaud et al., 1992, Tunstall-Pedoe et al., 1999). However, the
molecular basis of this phenomenon, commonly known as the ‘French paradox’,
remains unknown.

Hypertension is a well-established risk factor for the development and acceleration
of atherosclerosis. RWPs and a grape skin extract also reduced blood pressure in several
models of experimental hypertension, such as the one induced by chronic inhibition of
NO synthesis by NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (Bernatova et al., 2002,
Pechanova et al., 2004), angiotensin Il (Ang Il) infusion (Sarr et al., 2006) and
deoxycorticosterone acetate (DOCA)-salt-induced hypertensive rats (Soares de Moura
et al., 2002), which was related to a combination of vasodilator and antioxidant actions.
Oxidative stress and the inactivation of nitric oxide (NO) by vascular superoxide anion
(O27) play a critical role in the pathogenesis of vascular disease, including hypertension
(Griendling et al., 1997, Landmesser et al., 2001). Arterial O, is elevated in Ang II-
induced hypertension (Oskarsson et al., 1997), attributable to a large extent to
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase activation by Ang Il
(Rajagopalan et al., 1996, Pagano et al., 1997). However, an excess of vascular O;"

production has also been found in DOCA-salt hypertension (Somers et al., 2000, Wu et
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al., 2001, Beswick et al., 2001), a model with a markedly depressed plasma renin
activity because of sodium retention (Gavras et al., 1975). Endothelin-1 (ET-1) has been
shown to contribute to the pathogenesis of salt-sensitive hypertension in animals and
humans (Schiffrin et al., 2001) secondary to a low-renin state (Letizia et al., 1997,
Elijovich et al., 2001). ET-1 may be one of the most potent vasoconstrictors produced in
the blood vessel wall known to date (Lariviere et al., 1993) and also augments vascular
O, production, at least in part, via the ETA/NADPH oxidase pathway (Li et al., 2003),
leading to endothelial dysfunction and hypertension. Red wine extract (Corder et al.,
2001) and polyphenol constituents (Khan et al., 2002) decreased ET-1 synthesis in
cultured bovine aortic endothelial cells by suppressing transcription of the ET-1 gene.
Therefore, the first aim of this Doctoral Thesis is to examine whether chronic
intake of RWPs prevents DOCA-salt-induced hypertension and endothelial dysfunction
and, if so, to determine the underlying mechanism, focusing on the involvement of ET-1

production and oxidative stress.

The incidence of cardiovascular diseases among premenopausal women is lower
than age-matched men but it rises markedly after menopause. Blood pressure is also
higher in men than in women at similar ages (Wiinber et al., 1995) and this difference is
also reduced or even inverted after menopause. The loss of estrogens has been
suggested as a major risk factor for postmenopausal hypertension. Estrogen receptor
(ER) subtypes ERa and ERp are expressed in endothelial and vascular smooth muscle
cells (Linder et al., 1998, Pare et al., 2002, Darblade et al., 2002, Zhu et al., 2002).
Estrogens increase endothelial-derived NO, modulate the local tissue renin-angiotensin
system and show antioxidant effects (Mendelson et al., 2005, Dean et al., 2005). Long-
term estrogen treatment improves endothelial dysfunction, through upregulation of
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (Hayashi et al., 1995, Hishikawa et al., 1995),
post-translational modulation of eNOS activity (Fulton et al., 2001) or nongenomic
effects, including activation of nitric oxide (NO) synthesis (Caulin-Glaser et al., 1997,
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Vera et al., 2005). However, despite the positive effects on vascular function found in
both cell culture (Hishikawa et al., 1995, Caulin-Glaser et al., 1997) or in animals
(Keaney et al., 1994, Collins et al., 1994, Dantas et al., 2002) and human (Gilligan et
al., 1994, Lieberman et al., 1994, Virdis et al., 2000), estrogen replacement therapy has
failed to protect from cardiovascular diseases in large scale randomized controlled
studies (Grady et al., 2002, Rossouw et al., 2002).

Several classes of polyphenolic compounds which are consumed within our
regular diet structurally and functionally resemble the mammalian estrogens and, thus,
have been generally termed “phytoestrogens”. These dietary compounds appear to
provide protection from cardiovascular diseases (Cos et al., 2003). Previous works in
our laboratory (Vera et al., 2007) and others (Fang et al., 2001, Peng et al., 2003)
demonstrated that soy phytoestrogens can protect estrogen-depleted spontaneously
hypertensive rats (SHR). RWPs and a grape skin extract also reduced blood pressure in
males in several models of experimental hypertension (Bernatova et al., 2002,
Pechanova et al., 2004, Sarr et al., 2006, Soares de Moura et al., 2002), which was
related to a combination of vasodilator and antioxidant actions. In vitro, several
components of RWPs bind and increase the transcriptional activity of ERa and ERf
(Gehm et al., 1997, Goodin et al., 2002, Klinge et al., 2005). However, there are not
studies which analyze the possible in vivo protective effects on blood pressure and
endothelial function of RWPs in females and its relationship with ovarian function.

The second aim of this Doctoral Thesis is to investigate whether RWPs exert an in
vivo protection against the decline in vascular function in an experimental model of
endothelial dysfunction induced by both blood pressure increase and ovariectomy in

female rats.
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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 DOCA-salt or
angiotensin ll-infused rats, atherosclerosis and diabetes display high levels of
circulating ET-1 and are associated with endothelial dysfunction [1-4]. Endothelial
dysfunction, defined as an imbalance of endothelial derived vasoactive factors leading
to vasoconstriction and structural changes in the vessel wall, is an early event in the
pathophysiology of atherosclerosis and hypertension, and it is an independent predictor
of poor prognosis (Schachinger et al., 2000). A significant body of evidence indicates
that ET-1, through ETA/ETg receptor activation, increases reactive oxygen species
(ROS) production in the vasculature (e.g. superoxide anion, O;"), resulting in
endothelial dysfunction (Wedgwood et al., 2001, Li et al., 2003c, Loomis et al., 2005).

The major source of intracellular ROS in vascular cells is NADPH oxidase, a
multi-subunit enzymatic complex which comprises two membrane-bound subunits, Nox
(Nox-1, Nox-2 or gp91”™™ Nox-4 or Nox-5) and p22°"* which are regulated by
cytoplasmic subunits such as p47°", p67°" and a low-molecular-weight G protein (rac
1 or rac 2) (Lyle y Griendling, 2006). ET-1 mediates vascular O," production via
activation of NADPH oxidase, xanthine oxidase and mitochondria. The oxidative
pathway is amplified by O,’-induced eNOS uncoupling leading to further ROS
generation which ultimately leads to endothelial dysfunction (Loomis et al., 2005,
Munzel et al., 2005, Romero et al., 2009). Moreover, we recently found that ET-1
induce NADPH oxidase-driven O,” generation through increase of p47°" protein
expression(Romero et al., 2009). The signaling pathway for this effect involves
sequential activation of PKC, c-Src and ERK1/2 (Romero et al., 2010, in press).

Red wine polyphenols (RWPs) reduced cardiovascular risk factors such as
hypertension and endothelial dysfunction. In fact, chronic administration of RWPs
reduces blood pressure and improves endothelial function in DOCA-salt rats, a low

renin model of hypertension in which ET-1 plays a predominant role (Soares de Moura
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et al., 2002). Similarly, in Zucker rats RWPs reduced O," release via decreased
expression of NADPH oxidase membrane sub-unit Nox-1 (Agouni et al., 2009).
However, it is not clear if these protective effects of RWPs are a result of decreased ET-
1 synthesis and/or interference with ET-1 signaling pathways to lead oxidative stress in
the vascular wall.

The third aim of this Doctoral Thesis is to analyze the mechanisms involved in
the protective effects of a dietary mixture of RWPs in ET-1-induced vascular oxidative

response and endothelial dysfunction in isolated rat aortic segments.
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1. Estudios in vivo.

1.1. Polifenoles objeto de estudio.

La mezcla de RWPs (Provinol®) fue proporcionada por Mr. D. Ageron (Société

Francaise de Distillerie, Vallont Pont d’Arc, Francia) (Fig. 3).

Resveratrol Atocianos 11 R2 Acido p-cumdrico
Malvidina OCH; OCH;,4

Cianidina OH H
Delfinidina ©OH OH

Figura 3. Componentes de la mezcla polifendlica.
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El contenido en polifenoles es el siguiente (en mg/g de polvo seco): 5,3 catequina,
222,0 epicatequina, dimeros (1,9 B1; 21,1 B2; 7,4 B3), 176,3 antocianos, 4,7 &cido

galico, 15,1 acido p-cumarico y 1,5 resveratrol.

1.2. Animales y grupos experimentales.

Los protocolos experimentales siguieron las guias europeas para el buen cuidado y
la proteccion de los animales. Todas las ratas se mantuvieron a una temperatura de 24 +
1 °C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Se distribuyeron 5 ratas por batea.
Hubo un periodo de adaptacién para la administracion oral y la medida de presion

sistdlica antes de comenzar los experimentos.

1.2.1. Experimento I: Efectos de los RWPs sobre la hipertension DOCA-sal.

Se utilizaron ratas Wistar macho de doce semanas de edad (250-285 g) se
obtuvieron del Servicio de Laboratorio Animal de la Universidad de Granada. Las ratas
se anestesiaron con una dosis intraperitoneal de 2,5 mL/Kg de equitensina (500 mL
contienen 43 % w/v hidrato de coral en 81 mL etanol; 4.86 mg nembutal; 198 mL

propilen glycol; 10.63 g MgSO,; agua destilada) y se uninefrectomizaron. Los animales

se dividieron de forma randomizada en seis grupos (n = 7 a 10 en cada grupo):

control (CT)

RWPs

apocinina

Acetato de deoxicorticosterona (DOCA)-sal

DOCA-sal RWPs

DOCA-sal apocinina.

Al dia siguiente de la uninefrectomia a los grupos DOCA-sal se les administrd, via
intramuscular en la pata trasera, dicho producto a una dosis de 12,5 mg/0,5 mL
vehiculo/rata por semana (vehiculo constituido por una suspension de aceite de sésamo

en etanol absoluto al 20 %), durante 5 semanas. A lo largo del periodo experimental, las
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ratas con el tratamiento DOCA-sal tenian acceso a agua que contenia NaCl al 1 %. A
los grupos RWPs y apocinina se les administraba intragastricamente dosis de 40 mg/Kg
y 33 ng/Kg por dia, respectivamente. Esta dosis de RWPs previamente se habia visto
que prevenia alteraciones cardiovasculares en hipertension inducida por L-NAME
(Pechanova et al., 2004). La absorcién media de los RWPs en el tracto digestivo esta
entre el 5 % y el 10 % (Duthie et al., 1998). De este modo, la dosis que se usé en el
estudio debia alcanzar una concentracion de polifenoles en plasma de alrededor de 0.01
g/L, que resulta ser la concentracion que produce la maxima relajacion dependiente de
endotelio en tejido vascular de rata (Andriambeloson et al., 1997, Duarte et al., 2004).
La dosis de apocinina se habia usado previamente para prevenir el desarrollo de la
hipertension DOCA-sal y para suprimir el incremento en la generacion de O,” (Beswick
et al., 2001, Ghosh et al., 2004). El peso corporal se control6 una vez por semana. Los
tratamientos con RWPs y apocinina se detuvieron dos dias antes del final de los
experimentos, para poder estudiar los efectos cronicos sin la implicacion de los efectos
de la administracion aguda. En ese momento las ratas se mantuvieron en jaulas
metabolicas con libre acceso a comida y sus respectivos liquidos de bebida, con el fin
de obtener la orina de 24 horas.

Para estudiar los niveles plasmaticos de los principales componentes de esta mezcla
de polifenoles, se prepararon otros cuatro grupos de ratas: control, RWPs, DOCA-sal y
DOCA-sal-RWPs. Después de cinco semanas de tratamiento, las ratas fueron
anestesiadas con una dosis intraperitoneal de 2,5 mL/Kg de equitensina dos horas
después de la ultima administracion de RWPs, y la sangre se extrajo de la aorta
abdominal. Las muestras de plasma se enviaron al Departamento de Quimica Analitica,

Nutricion y Bromatologia de la Universidad de Salamanca para su analisis.
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1.2.2. Experimento Il: Efectos de los RWPs sobre ratas SHR con deficiencia
estrogénica.

Se utilizaron ratas hembra SHR de 24 semanas de edad (laboratorios Harlam,
Barcelona, Espafa) a las que se alimentd con una dieta libre de soja (AIN, American
Institute of Nutrition, 76). Algunas fueron anestesiadas y posteriormente se sometieron a
ovariectomia (OVX). Tres semanas después de la cirugia las ratas operadas y aquéllas
que aun conservaban la funcion ovarica se dividieron al azar en los grupos OVX y
control respectivamente (n =6 a 9 en cada grupo):

CT-placebo

CT-RWPs

OVX-placebo

OVX-RWPs

La administracion de RWPs se realiz6 durante 5 semanas via oral, mediante sonda
esofagica a dosis de 40 mg/Kg/dia. Diariamente se controlaba la cantidad de alimento
ingerida y el peso corporal se midi6 cada semana. El tratamiento con RWPs se mantuvo
hasta 2 dias antes de finalizar el estudio para poder estudiar los efectos crénicos sin la
implicacion de los efectos de la administracion aguda. En ese momento las ratas se
mantuvieron en jaulas metabdlicas con libre acceso a comida y agua, con el fin de

obtener orina de 24 horas.

1.3. Medida de la presion arterial.

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

presion sistolica.
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1.4. Parametros morfoldgicos.

Al final del periodo experimental, los animales se anestesiaron con 2.5 mL/Kg de
equitesina (i.p.) y la sangre se recolectd de la aorta abdominal utilizando una jeringa
heparinizada. Posteriormente se obtuvo el plasma mediante centrifugacion de la sangre
a 3000 r.p.m durante 10 minutos. El plasma se alicuotd y se almacen6 a -80 °C hasta su
utilizacion. Seguidamente, tras la exanguinacion de los animales, se extrajeron los
rifiones, la aorta torécica y el corazén y en el caso del experimento 11 también el Gtero.
A excepcion de la aorta, que se utiliz6 inmediatamente para las pruebas de reactividad
vascular que se describiran en detalle méas adelante, estos 6rganos se lavaron en
solucion de Krebs fria y se secaron para ser pesados. Tras pesar el corazén se
eliminaron las auriculas y el ventriculo derecho, para quedarnos con el ventriculo
izquierdo limpio (mas el septo), que se peso de nuevo. Los indices de peso cardiaco, de
ventriculo izquierdo y renal se calcularon dividiendo el peso de éstos entre el peso

corporal.

1.5. Determinaciones plasmaticas (experimento I).

1.5.1. Determinacion del nivel de peroxidacion lipidica.

El contenido plasmatico de MDA se evalu6 como describen Esterbauer y
Cheessman (Esterbauer et al., 1990). Se hicieron reaccionar en un eppendorf mantenido
en hielo, 100ul de plasma con 250 pl de reactivo cromogénico (solucion de 1-metil-2-
fenilindol 1,03 mM en acetonitrilo) y 75 ul de &cido clorhidrico al 35 % (v/v), agitando
cada eppendorf.

La mezcla se incubd durante 40 minutos en un bafio a 45 °C, y posteriormente se
volvio a mantener en hielo, para ser centrifugada a 4 °C durante 15 minutos a 14.000
r.p.m. Posteriormente, en una placa de 96 pocillos, se cargaron 100 ul de cada mezcla 'y

se midié su absorbancia a 586 nm en un lector de placas (Microplate Reader Model
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680XR, Bio-Rad). El célculo del contenido de MDA se realizé mediante la interpolacion

de los valores obtenidos con una curva patron de 1,1,3,3-tetrametoxipropano.

1.5.2. Determinacion de los niveles de ET-1.
Los niveles plasmaéticos de ET-1 se determinaron con un kit comercial (R&D
Systems, Mineapolis, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé 1 mL

de plasma y los resultados se expresaron en pg de ET-1/mL de plasma.

1.5.3. Niveles de polifenoles en plasma.

El andlisis de los compuestos fendlicos en plasma se Ilevo a cabo como describen
Pignatelli et al., (2006). Las muestras de plasma se incubaron con una solucion de
hidrolisis para obtener compuestos fenolicos libres. Brevemente 0,8 mL de plasma se
mezclaron con 1,1 mL de buffer de acetato 100 mM (pH 5,0) que contenia 1.000 U de
glucuronidasa y 100 U de sulfatasa. La mezcla se incubd durante 90 minutos a 37°C y
seguidamente se extrajo tres veces con etilacetato. Tres mililitros de etilacetato se
afiadieron cada vez y la mezcla se agitd en vortex durante 4 min. Tras centrifugar la
mezcla durante 15 minutos a 35009 la capa superior se elimind. Los extractos se
combinaron y secaron bajo nitrégeno y el residuo se disolvié en 300 ul de una solucién
acuosa al 0.1% de &cido trifluoroacético. Las muestras se almacenaron a —30°C hasta el
analisis. Se hizo un analisis por espectrometria de masa- cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, High performance liquid chromatography) que se llevé a cabo
utilizando un equipo Hewlett—Packard 1100 provisto de bomba cuaternaria, inyector
automatico, detector diode array (DAD) y una estacion de tratamiento. La columna era
una Phenomenex (Torrance, CA, EEUU) ODS-2 C8, 3 um (4,6x150 mm). Los
disolventes eran (A) 2,5% é&cido acetico, (B) acido acético/acetonitrilo (10/90, v/v), y
(C) acetonitrilo de gradiente de grado. Se establecio el siguiente gradiente: 0-5 min, 100
% A — 100 % B; 5-30 min, 100 % B -85 % By 15 % C; 30-35min,85% By 15 % C

—50% B y 50 % C a una tasa de flujo de 0,5 mL/min. El analisis se lleva a cabo por
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HPLC usando doble deteccidn por espectrofotometria de diodos y espectrofotometria de
masas (HPLC-DAD-MS). Los analisis de cromatografia liquida por espectrometria de
masas se llevaron a cabo con un detector LC-MS Finningan LCQ MS detector
(Thermoquest, San Jose, CA, EEUU) equipado con una fuente API, usando una
interface de ionizacion por electrorrociado. El gas de la vaina y el gas auxiliar eran
nitrégeno con tasas de flujo de 1,2 y 6 L/min, respectivamente. El voltaje del capilar y
de la fuente eran de 4 V y 4,5 kV respectivamente, y la temperatura del capilar era de
195°C. EI espectro se grabé en modo ion positivo. El espectrémetro se programé para
grabar la espectrometria de masas del i6n a m/z [M+H]+ 291. La presencia positiva de
catequinas se establecio por la deteccion de fragmentos de iones caracteristicos a m/z
123, 139, 151, 165. Las catequinas detectadas se cuantificaron por las areas de los picos
grabados en el cromatograma de masas, por comparaciéon con una curva de calibracion

preparada con (+)-catequina. El limite de cuantificacion del método era de 0.01uM.

1.6. Determinaciones en orina.

1.6.1. Determinacion de 8-iso-prostaglandina (iso-PG) Fl.
Para el ensayo se usaron 50 pl de orina. La iso-PGde total se midi6 usando un kit

de inmunoensayo (Cayman Chemical), y los resultados se expresaron en nanogramos

excretados durante 24 h por 100g de peso corporal de la rata.

1.6.2. Proteinuria.

Se utilizo el método de Bradford (1976). Este se basa en la reaccion de un
colorante, el azul de Coomassie, con los grupos amino proteicos dando lugar a un
complejo coloreado que presenta un maximo de absorbancia a 595 nm. La formacion de

dicho complejo es muy rapida y permanece estable durante, al menos, 60 minutos.
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El reactivo de coloracion se prepara disolviendo 100 mg de azul de Coomasie en 50
mL de etanol de 95° y se afiaden 100 mL de acido ortofosférico al 85 % (p/v) y agua
destilada hasta completar 1 litro. Esta solucion se mantiene en agitacion a 4 °C durante
24 horas y después se filtra para eliminar los restos no disueltos del reactivo de
coloracion. La solucién, mantenida a 4 °C permanece estable durante periodos de
tiempo relativamente largos.

Para la curva patron se preparan soluciones de concentraciones conocidas de
albumina sérica bovina (fraccion V) a partir de una solucion madre de 1 mg/mL
mediante diluciones seriadas de %2 en agua destilada o en solucién salina.

Para la medida se procede adicionando a 1mL del reactivo de coloracion, 4 ul de
una dilucion adecuada de la orina y 36 pl de agua destilada o solucion salina en una
cubeta para espectrofotometria. Se agita y se deja reaccionar la mezcla durante al menos
5 minutos antes de realizar la lectura a 595 nm en un espectrofotdmetro GBC 916. El
calculo del contenido proteico se lleva a cabo por interpolacion en la curva patron
obtenida de albumina y los resultados se expresaron en miligramos de proteina

excretados por 100g de rata durante 24 h.

1.7. Deteccion in situ de la produccién vascular de O,".

La deteccion in situ de la produccién vascular de radicales O, se realizd6 mediante
la técnica del dihidroetidio (DHE), previamente descrita (Lodi et al., 2006). EI DHE es
un compuesto que entra en las células y es oxidado por los radicales O, a etidio, el cual
se une al DNA dando lugar a una fluorescencia de color rojo. Los anillos de la aorta
torécica fueron incluidos en OTC (Tissue-Tek® OCT Compound, Sakura) y congelados
(-80° C). Posteriormente se realizaron cortes histologicos de 10 um de cada anillo en un
criostato (Microm International Model HM500 OM), que se fijaron en portas con
polilisina. Los cortes histoldgicos se llevaron a una cdmara himeda donde se incubaron
en una solucién de &cido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]- etanosulfénico (HEPES)
tamponada (en mM: NaCl 130, KCI 5, MgCI2 1,2, glucosa 10 y HEPES 10, ajustado a
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pH 7,3 con NaOH) durante 30 minutos a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se procedio a
una nueva incubacién con solucién HEPES que contenfa DHE (10° M) durante 30

minutos y en oscuridad. A continuacién, las preparaciones se tifieron con el marcador

nuclear, dilactato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI 3x10_7M), durante 5 minutos en
camara himeda, a 37 °C y en oscuridad. 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 excitacion/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 para visualizar la autofluorescencia verde de la
elastina y BP 545/30 nm/ BP 610/75 nm para visualizar la fluorescencia roja del etidio.
Las secciones fueron fotografiadas con una camara digital a color Leica DC300F, y las
imagenes se grabaron para posterior andlisis. Las condiciones de microscopio y cdmara
fueron mantenidas constantes para todas las preparaciones.

Las fluorescencias de etidio y DAPI fueron cuantificadas usando ImageJ (ver 1.32j,

NIH, http://rsb.info.nih/ij/). La produccién de O," fue calculada de la relacion entre la

fluorescencia de etidio/DAPI. En experimentos preliminares, la fluorescencia del DHE
fue practicamente abolida por el captador de O, tirdn, indicando la especificidad de la

reaccion.

1.8. Actividad NADPH oxidasa (experimento I).

La medida de la actividad NADPH oxidasa en anillos de aorta se realizd mediante
quimioluminiscencia con lucigenina, como ya esta descrito (Lodi et al., 2006). La
técnica consiste en colocar los anillos en tubos con solucion salina fisiologica, cuya
composicion es la siguiente (en mM): 119 NaCl, 20 HEPES, 4,6 KCI, 1 MgSO,, 0,15
Na,HPO,, 0,4 KH,PO,, 5 NaHC03, 1,2 CaCIZ, y 5,5 glucosa con un pH = 7,4. La

produccion de radicales O, fue estimulada mediante la adicion de NADPH (100uM) a

los anillos a la hora de realizar la medida. La lucigenina fue inyectada automaticamente
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por el lumindémetro a una concentracion final de SuM. La produccion de O, fue medida
mediante los cambios de luminiscencia registrados durante 200 segundos en el
luminémetro (Lumat LB 9507, Berthold, Alemania) a intervalos de 5 segundos.
Posteriormente los anillos fueron desecados y pesados. La medida de la produccion de
O," se expresa como unidades relativas de luminiscencia (RLU)/minuto/miligramo de

tejido aortico seco.

1.9. Western blot.

Experimento I.

Para analizar la expresion proteica de p47°"

, mediante el anélisis por western blot,
los anillos aodrticos de los diferentes grupos, conservados a -80 °C, fueron
homogeneizados en frio mediante un potter de cristal. La composicion del tampon de
homogeneizacion utilizado (pH 8) fue: HEPES 10 mM, KCI 10 mM, &cido
etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM, &cido etilenglicol tetracético (EGTA) 1 mM,
ditiotreitol (DTT) 1 mM, aprotinina 40 pg/mL, leupeptina 4 pg/mL, N-o-para-tosil-L-
lisina clorometilamina 4 pg/mL, NaF 5 mM, Na;MoO,4 10 mM, NagVO,4 1 mM, fluoruro
de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) 0,5 mM, &cido okadaico 10 nM e igepal al 1%.

Experimento I1.

Para la determinacion de eNOS, receptor 1 de Ang Il (AT-1) y caveolina-1 la
composicion del tampon de homogeneizacion utilizado (pH 7.4) fue: HEPES 10 mM,
sacarosa 320 mM, EDTA 100 uM, DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM y leupeptina 4 pg/mL.
Para la determinacién de la subunidad p22°"* de la enzima NADPH oxidasa, la
composicion del tampon de homogeneizacion utilizado (pH 7,5) fue: HEPES 20 mM,
EDTA 2 mM, MgCl; 2,5 mM, B-glicerolfosfato 40 mM, DTT 1 mM, NazVO, 2 mM,
PMSF 1 mM, aprotinina 20 pg/mL y leupeptina 20 pg/mL. Para analizar la expresion

proteica de p47°"* se utiliz6 el tampén previamente descrito.
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La expresion proteica fue medida en el sobrenadante de los homogenados adrticos
tras 30 minutos de centrifugacion a 14000 r.p.m a 4 °C. La cantidad de proteina por
muestra se determind mediante la técnica de Bradford. Las proteinas fueron entonces
suspendidas en tampdn de carga y desnaturalizadas mediante calor durante 5 minutos.
Se afiadieron 50 pg de proteina por pocillo. Se utilizaron geles de dodecilsulfato sddico
(SDS)-poliacrilamida (al 10 % para p47""™* y AT-1, al 15 % para p22°"™ y caveolina-1
y al 8 % para eNOS) para correr homogenizado de aorta y la electroforesis se realizé en
un sistema de minigeles (Bio-Rad Laboratories S.A., Madrid, Spain). Las proteinas
fueron transferidas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF).
Posteriormente se realiz6 el blogqueo de las membranas con TBS-T + 5% de leche
desnatada durante 1 hora y 30 minutos. Luego fueron incubadas con el anticuerpo
primario policlonal de ratén anti-p47°"* (dilucién 1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
EEUU), el policlonal de cabra anti-p22°" (dilucién 1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
EEUU), el policlonal de raton anti-AT-1 (diluciéon 1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
EEUU), el policlonal de raton anti-eNOS o el policlonal de raton anti-caveolina-1
(dilucion 1:1000, Transduction Laboratories, EEUU) durante toda la noche, en agitacion
y a 4 °C. Se realizaron tres lavados de las membranas con TBS-T durante 5 minutos y
finalmente se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (dilucion 1:2000,
Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) durante 1 hora, en agitacion y a temperatura ambiente.
Tras lavar de nuevo las membranas de la forma arriba descrita, la unién del anticuerpo a
la proteina se detectd6 mediante su incubacion durante un minuto con un sistema ECL
(Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) y una
pelicula autorradiografica para ver la quimioluminiscencia. Las peliculas fueron
escaneadas y la densidad de las bandas fue analizada. Las peliculas se escanearon y se
realizd en estas imagenes un analisis densitométrico usando el software Scion Image-

Release Beta 4.02. (http:// www.scioncorp.com).

Como un control adicional las membranas se reutilizaron para estudiar la expresion

de o-actina. Finalmente se calcul la relacion entre la intensidad de banda para p47°",
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p22°"*  AT-1, eNOS y caveolina-1y la correspondiente a-actina de cada muestra. Los
datos se expresaron como la relacion entre la abundancia de proteina/a-actina, para el
experimento I, 0 como el porcentaje de dicha relacion respecto al grupo CT-placebo en

el caso del experimento I1.

1.10. Reaccion en cadena de la polimerasa.

El RNA se extrajo de aorta por homogenizacion y se convirti6 a DNA
complementario (cCDNA) por métodos estandar. La reaccion en cadena de la polimerasa
se llevo a cabo con un termociclador Techne Techgene (Techne, Cambridge, Reino
Unido). La desnaturalizacion inicial se hizo a 95°C durante 3 minutos y le siguieron de
30 a 40 ciclos de amplificacion (30 para caveolina-1, p22°"™ y eNOS, 32 para AT-1y
40 para p47°"™). Cada ciclo consiste de un minuto de desnaturalizacion a 94°C, 45s de
unién del cebador a la cadena de cDNA a 60°C para p47°"™ o 55°C para p22°" o
caveolina-1, 77°C para AT-1 o 63°C para eNOS y un minuto para la amplificacion del
gen a 72°C. Tras el ciclo final la temperatura se mantuvo a 72°C durante 10 minutos
para permitir la hibridacién de los productos amplificados. Los productos de la RT-PCR
(reverse transcriptase-polymerase chain reaction) fueron fraccionados por tamafio en
un gel de agarosa al 1,5%, y las bandas se visualizaron con bromuro de etidio y se
cuantificaron por analisis densitométrico sobre las imagenes escaneadas con el

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

Experimento I.

Las secuencias para los cebadores de p47°"y p22P" se seleccionaron de acuerdo
a las secuencias publicadas en el Banco de Genes y son las que siguen: 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- 3’. La B-actina, un gen que se expresa de manera
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constitutiva, se eligié como control para el experimento I. La secuencia para la B-actina
(200 pares de bases) era sense 5"-AATCGTGCGTGACATCAAAG-3" y antisense, 5'-
ATGCCACAGGATTCCATACC -3'.

Experimento II.

Las secuencias para los cebadores de p47°"™ y p22P"* son las anteriormente
descritas. Las secuencias de los cebadores de caveolina-1, AT-1 y eNOS son las que
siguen: caveolina-1 (304 pares de bases) sense, 5°- TCTACAAGCCCAACAACAAGG-
3’ y antisense, 5’- AGGAAAGAGAGGATGGCAAAG-3’; AT-1 (452 pares de bases)
sense 5’- ACCCTCTACAGCATCATCTTTGTGGTGGGG-3> y antisense, 5’-
GGGAGCGTCGAATTCCGAGACTCATAATGA-3’; eNOS (164 pares de bases)
sense 5’- CGAGATATCTTCAGTCCCAAGC-3’ y antisense 5
GTGGATTTGCTGCTCTCTAGG-3’. La GADPH se us6 como control para la
amplificacion. Las sefiales se expresaron relativas a la intensidad de la GADPH en cada

muestra del experimento II.

1.11. Estudios de reactividad vascular.

Tras el sacrificio de los animales y posterior exanguinacion, la arteria aorta fue
cuidadosamente extraida desde el diafragma hasta el cayado aortico y depositada en una
placa Petri que contenia solucion de Krebs (con una composicion en mM de: NaCl 118,
KCI 4,75, NaHCO3 25, MgSO, 1,2, CaCI2 2, KH,PO, 12y glucosa 11). Seguidamente

se eliminaron los restos de tejido conjuntivo y adiposo adheridos a la aorta y ésta se
dividio en segmentos de unos 3 mm de longitud para proceder a su montaje en un
sistema de bafio de organos. 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 didmetro, uno de
los cuales se fijo a la pared del bafio, y otro que podia desplazarse paralelo al anterior
hacia arriba y abajo, se conect6 a un transductor isométrico de fuerza-desplazamiento
(Letigraph 2000, Cibertec S.A., Madrid) (Galisteo et al. 2004). Los bafios de 6rganos
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contenian 5 mL de la solucion de Krebs, mantenida a 37 °C y constantemente
burbujeada con O2 al 95% vy 002 al 5% (gas carbdgeno) para mantener un pH

comprendido entre 7,3 y 7,4. Los anillos fueron sometidos a una tension de 2 g y se
dejaron estabilizar durante 60-90 minutos antes de la adicion de los farmacos.
Posteriormente fueron retensionados segun las necesidades para mantener la tension
final estable de 2 g. En algunos experimentos se eliminé el endotelio de los anillos de
forma mecénica mediante una ligera friccion de éstos con un alambre de acero

inoxidable insertado en el lumen.
Protocolos Experimentales.

Experimento I.

Para evaluar la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio, se realizaron
curvas concentracion-respuesta de relajacion a Ach (10° — 10 M) afiadida de forma
acumulativa a los bafios, en anillos precontraidos con noradrenalina (10° M).

Con el fin de estudiar la respuesta vasodilatadora no dependiente de endotelio, se
llevaron a cabo curvas concentracion-respuesta de relajacion a NPS (10° M — 10° M)
afiadido a los bafios de forma acumulativa. Este experimento se realizé en oscuridad en
anillos a los que se les elimind previamente el endotelio, como se ha descrito con

anterioridad, y precontraidos con noradrenalina (10°° M).

Experimento II.

Se llevaron a cabo los mismos protocolos que en el experimento I, para evaluar la
respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio e independiente de endotelio, con la
diferencia de que se utiliz6 fenilefrina (10® M) como agente vasoconstrictor.

Para evaluar la respuesta contractil a Ang Il, en anillos sin endotelio, se llevo a
cabo una curva concentracion-respuesta a dicho compuesto adicionando

concentraciones acumulativas (107° - 10° Mm).
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Para evaluar la formacion basal de NO se midi6 la contraccion inducida por
fenilefrina (10°-10° M) tras 30 minutos de incubacién con el inhibidor de la NOS, L-
NAME, (10'4 M) (Schiffrin et al., 2001, Galisteo et al., 2004).

1.12. Reactivos.

El DOCA se obtuvo de ICN Biomedicals Inc. (Ohio, EEUU). El resto de los
reactivos se obtuvieron de Sigma (Alcobendas, Madrid, Espafia). Todos los reactivos y
productos quimicos se disolvieron en agua destilada, excepto el DOCA que se mezclaba

con etanol/aceite de sésamo (1,5 v/v).

1.13. Analisis estadistico.

Los resultados fueron expresados como la media aritmética + el error estandar de la
media (SEM, standard error of mean) y n refleja el nidmero de animales. Las
diferencias estadisticamente significativas fueron calculadas por el test de Bonferroni’s
(experimento 1) o utilizando un andlisis ANOVA de una via seguido del test de
Newman Keuls (experimento II). Se considerd estadisticamente significativa una
P<0,05.
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2. Estudios in vitro. Efectos de los RWPs sobre la

disfuncion endotelial inducida por ET-1.

2.1. Polifenoles objeto de estudio.
La mezcla de polifenoles de vino tinto proporcionada por Mr. D. Ageron (Société
Francaise de Distillerie, Vallont Pont d’Arc, Francia), fue la misma que la ya nombrada

en los experimentos in vivo en el apartado 1.1. (Fig. 3).

2.2. Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratas macho Wistar de 200-250 gramos. Fueron mantenidas en el
animalario cinco ratas por batea, con libre acceso a una dieta estandar y agua corriente,
a una temperatura constante de 24 + 1 °C y con un ciclo de luz- oscuridad de 12 horas.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo segun las Guias Institucionales para el

cuidado ético de los animales.

2.3. Procedimiento general de la técnica y preparacion del tejido.

Para la realizacion de los experimentos, las ratas fueron sacrificadas mediante la
administracion de una dosis letal de pentobarbital sédico (120 mg/Kg intraperitoneal).
La aorta tordcica descendiente fue extraida y limpiada como previamente hemos
descrito (apartado 1.11.). Seguidamente, los anillos fueron incubados en solucion de
Krebs durante 4 horas en un incubador de células en ausencia o presencia de ET-1 (107
M) y en presencia de RWPs (10, 102 y 10 g/L) o apocinina (10™* M).

En experimentos previos se comprobo que la ET-1 induce disfuncion endotelial a
partir de las 2 horas de incubacion. Una vez finalizada la incubacion, los anillos aorticos
fueron inmediatamente usados para las pruebas de reactividad vascular o para la medida
de la produccidn vascular de O,". En otras ocasiones los anillos también eran congelados

en nitrogeno liquido y almacenados a -80 °C para analizar la expresion proteica por
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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 anélisis de la produccion in
situ de O,".

2.4. Estudios de reactividad vascular.
Tras el periodo de incubacion ya mencionado en el punto 2.3., los anillos adrticos se
montaron en un sistema convencional de bafio de d6rganos como hemos descrito

previamente para los experimentos in vivo.
Protocolos experimentales.

2.4.1. Para estudiar el posible efecto como promotor de disfuncién endotelial de
ET-1, se evalud la capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio inducida por Ach.
Para ello, después del periodo de 4 horas de incubacion, los anillos adrticos fueron
estimulados con fenilefrina (107 M-10° M) obteniendo una contraccién sostenida y
estable y posteriormente se realizO una curva concentracion-respuesta mediante la
adicion acumulativa al bafio de Ach (10° M-10 M).

2.4.2. Para investigar el posible papel de los RWPs en la mejora de la disfuncion
endotelial inducida por ET-1, incubamos durante 4 horas, en las condiciones ya
descritas, los anillos adrticos con el endotelio intacto mas ET-1 (10° M), o ET-1 més
RWPs (10 10° y 102 g/L), para posteriormente montarlos en bafios de 6rganos y
llevar a cabo la correspondiente precontraccion con fenilefrina (107 M-10° M) y curva

concentracion-respuesta de relajacion a Ach (10° M-10* M).
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2.4.3. Para estudiar los posibles efectos de los radicales libres, principalmente anion
superoxido, generado por NADPH oxidasa en la disfuncion endotelial inducida por ET-
1, los anillos adrticos fueron incubados con el inhibidor de NADPH oxidasa, apocinina
(10 M) en presencia o ausencia de ET-1 (10° M) durante 4 horas. Posteriormente se
llevé a cabo la correspondiente precontraccion con fenilefrina (107 M-10° M) y curva
concentracion-respuesta de relajacion a Ach (10° M-10* M).

2.4.4. Con el fin de estudiar la respuesta vasodilatadora no dependiente de
endotelio, se llevaron a cabo curvas concentracion-respuesta de relajacion a NPS (107
M-10° M) afiadido a los bafios de forma acumulativa. Este experimento se realizé en
oscuridad en anillos a los que se les elimind previamente el endotelio y que fueron

precontraidos con fenilefrina (10”7 M-10"° M).

2.4.5. Para establecer la implicacion del ER-a en la mejora que producen los RWPs
en la disfuncion endotelial inducida por ET-1, co-incubamos los anillos en presencia del
antagonista de ER no selectivo 1C1-182780 (1 uM, Wakeling et al., 1991), de ET-1 (107
M) y de RWPs (102 g/L) durante 4 horas. Para después llevar a cabo la correspondiente
precontraccion con fenilefrina (107 M-10° M) y curva concentracién-respuesta de
relajacion a Ach (10° M-10"* M).

2.4.6. Para determinar si la activacion de receptores activados por el proliferador de
peroxisomas (PPAR, peroxisome proliferator activator receptor) y esta implicada en el
efecto protector que ejercen los RWPs en la disfuncion endotelial inducida por ET-1, los
anillos aorticos se co-incubaron con el antagonista de PPARy GW9662 (1 uM, Fu et al.,
2001) en presencia de ET-1 (10° M) y de RWPs (10 g/L) durante 4 horas. Para
después llevar a cabo la correspondiente precontraccion con fenilefrina (10”7 M-10° M)
y curva concentracion-respuesta de relajacion a Ach (10° M-10 M).
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2.4.7. Para analizar cuél de los componentes de la mezcla polifendlica podia ser el
responsable del efecto protector frente a la disfuncion endotelial inducida por ET-1, los
anillos adrticos se incubaron en presencia de ET-1 (10° M) y epicatequina (10, 107,
10® M) o catequina (10, 10, 10°® M) o resveratrol (10, 10°°, 10° M) durante 4 horas.
Después se llevo a cabo la correspondiente precontraccién con fenilefrina (107 M-10°

M) y curva concentracion-respuesta de relajacién a Ach (10° M-10* M).

2.5. Deteccidn in situ de la produccion vascular de O,".

Utilizamos dihidroetidio para localizar la produccion in situ de O, en secciones
adrticas. EI DHE entra en las células y es oxidado por el O, para formar etidio, que se
une al DNA para producir una fluorescencia brillante de color rojo. Anillos aorticos (de
2 - 3 mm), previamente incubados en las condiciones ya conocidas, fueron incluidos en
OCT, y siguieron el mismo tratamiento mencionado en el apartado 1.7. La produccion
de O, fue calculada de la relacion entre la fluorescencia de etidio/DAPI.

2.6. Actividad NADPH oxidasa.

La medida de la produccién de radicales O," en los anillos de aorta se realizd
mediante quimioluminiscencia con lucigenina (5uM), mediante la técnica descrita en el
punto 1.8. Tras la incubacién de 4 horas en las condiciones previamente descritas los
cambios en la liberacion de O, se determinaron midiendo la luminiscencia de la
lucigenina con un luminémetro (Lumat LB 9507, Berthold, Alemania) durante 200
segundos en intervalos de 5 segundos. Posteriormente, los anillos fueron desecados y se
determind su peso en seco. La produccion de O, se expres6 como unidades relativas de

luminiscencia (RLU)/minuto/mg de tejido aortico seco.
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2.7. Western Blot.

Para analizar la expresion proteica de p47°" mediante el analisis por western blot,
los anillos aorticos se sometieron al mismo proceso que se describe en el apartado 1.9.
Se calculé la relacion entre la intensidad de banda para p47°" y la correspondiente a-
actina de cada muestra. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de dicha
relacién respecto al grupo control.

Para evaluar la participacion de las principales protein kinasas activadas por
mitdgeno (MAPKS) en la via de sefializacion implicada en el aumento de la produccion
vascular de O;" inducida por ET-1, determinamos la expresion proteica de fosfo-
ERK1/2 y ERK1/2 en anillos adrticos incubados con ET-1 (10° M) en presencia o
ausencia de RWP (10 g/L) durante una hora. Para analizar la expresion 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, fueron homogeneizados en frio mediante un
potter de cristal. La composicion del tampon de homogeneizacion 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 pug/mL, leupeptina 4 pg/mL, iodometamida 1 mM, NazsVO, 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 adrticos tras 30 minutos de
centrifugacion a 13000 r.p.m. a 4 °C.

Los western blots se llevaron a cabo con 25 pg de proteina. La electroforesis se
realizd en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%. Se siguieron los mismos pasos segun el
método descrito anteriormente (apartado 1.9.). 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 secundario caprino anti-raton
conjugado con peroxidasa (1:2000, Sigma-Aldrich) para determinar fosfo-ERK1/2. De
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nuevo, la deteccion y la medida de las bandas se realizo de manera similar a la descrita
en el apartado 1.9. Se calculd la relacion entre la intensidad de banda para fosfo-ERK1/2
y su correspondiente ERK1/2 de cada muestra. Los resultados fueron expresados como

el porcentaje de dicha relacion de cada grupo con respecto al grupo control.

2.8. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Para analizar la expresion génica de p47°"* p22°"* caveolina-1 y eNOS
(secuencias de los cebadores en el apartado 1.10.) mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), el RNA total fue extraido mediante homogenizacion y sigui6 el
mismo tratamiento que se describe en el apartado 1.10. 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 anélisis densitométrico de
las iméagenes escaneadas usando el software Scion Image-Release Beta 4.02
(http://www.scioncorp.com).

2.9. Reactivos.
Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical, exceptuando la mezcla
de polifenoles de vino tinto (Provinol®), proporcionada por Mr. D. Ageron (Société

Francaise de Distillerie, Vallont Pont d’Arc, Francia).

2.10. Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media aritmética + el error estandar de la
media (SEM, standard error of mean). Diferencias significativas entre grupos fueron
calculadas mediante el test de la t de Students. P < 0,05 fue considerada estadisticamente

significativa.
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Resultados

1. Efectos de los RWPs sobre la hipertension DOCA-sal.

1.1. Efectos sobre la presion arterial.

Las ratas que recibieron el tratamiento DOCA-sal mostraron un aumento
progresivo en la presion arterial sistélica (PAS) en comparacion con el grupo control
(Fig. 4). Este incremento fue significativo (P < 0.05) desde la primera semana,
alcanzando una diferencia de aproximadamente 40 mmHg al final del tratamiento. El
tratamiento cronico con RWPs o apocinina previno (P < 0.05) el incremento de la PAS
(aproximadamente un 68% Yy 78% respectivamente) en las ratas con el tratamiento
DOCA-sal desde la primera semana. Un pequefio descenso de la PAS se observo en

animales control tratados con RWPs en la tercera semana de tratamiento.
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Figura 4. Efectos del tratamiento crénico con RWPs (A) o apocinina (B) sobre la
evolucion en el tiempo de la presion arterial sistélica (PAS), medida por pletismografia en la
cola. Grupos experimentales: control (o) (n = 10), DOCA (m) (n = 10), RWPs (o) (n = 10),
DOCA-RWPs (e) (n = 7), apocinina (4) (n = 10), y DOCA-apocinina (4) (n = 9). Los valores
se expresan como la media + SEM. *P < 0,05 comparado con el grupo control. #P < 0,05
comparado con el grupo DOCA.
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1.2. Efectos sobre las variables morfoldgicas y la proteinuria.

Los valores de peso corporal y los indices cardiaco y renal y la proteinuria se
muestran en la Tabla 1. Al final del tratamiento las ratas DOCA-sal mostraron un
incremento significativo del indice de peso cardiaco (= 25%), del ventriculo izquierdo
(= 24%) y renal (= 83%), comparado con las ratas control. No se observaron
modificaciones de estos parametros en las ratas que recibieron tratamiento DOCA-sal
junto con RWPs o apocinina. Sin embargo, tanto el tratamiento con RWPs como con

apocinina redujo la marcada proteinuria detectada en las ratas DOCA-sal.

Tabla 1. Peso corporal y de 6rganos. indices cardiaco y renal. Proteinuria.

Grupos PC PCo PVI PR

(9) (mg) (mg) (mg)
Control 35248 835+29 593£17 883+27
RWPs 33316 780122 543+15 828+21
Apocinina 33515 798+15 551+9# 837+21
DOCA-sal 299+10* 875126 621+22 1371+46*
DOCA-sal-RWPs 28748%* 822+28 578+16 1223+40#*
DOCA-sal-Apocinina 2984+7* 893+34 620+16 1302+75*
Grupos PCo/PC PVI/PC PR/PC Proteinuria

Ratio Ratio Ratio (mg/100g/24h)

Control 2,37+0,06 1,69+0,04 2,51+0,06 8,1+2,2
RWPs 2,35+0,06 1,63+0,04 2,49+0,06 13,7£2,1
Apocinina 2,39+0,05 1,65+0,02 2,504+0,07 14,5427
DOCA-sal 2,95+0,13* 2,1040,12* 4,60+0,14* 27,5+7,2*
DOCA-sal-RWPs 2,87+0,13* 2,02+0,07* 4,27+0,16* 12,242,1#
DOCA-sal-Apocinina 3,01+0,11* 2,09+0,06* 4,36:+0,20* 8,2+1,6¢

PC, peso corporal; PCo, peso corazdn; PVI, peso ventriculo izquierdo; PR, peso rifién. La
proteinuria se expresdé como miligramos de proteina excretados por 100 g de rata durante 24
horas. Valores expresados como la media + SEM. Control (n = 10), RWP (n = 10), Apocinina
(n = 10), DOCA (n = 10), DOCA-RWP (n = 7), DOCA-Apocinina (n = 9). *P < 0,05
comparado con el grupo control. #P < 0,05 comparado con el grupo DOCA-sal.
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1.3. Efectos sobre la concentracidn de polifenoles en plasma.

Los andlisis de plasma por HPLC y espectrometria de masas revelaron la presencia
de catequinas (catequina y epicatequina) en las muestras de plasma de las ratas (control
0 DOCA-sal) tratadas con RWPs mientras que no se detectaron catequinas en ninguna
de las muestras correspondientes a los animales no tratados. La cantidad de catequinas
detectadas fue siempre inferior (aunque alrededor) del limite de cuantificacion del
método empleado, lo que significa que sus concentraciones en plasma eran inferiores a
0,01 uM. No se detectaron ni dimeros ni oligbmeros mayores de catequina en ninguna
de las muestras de plasma, lo que nos sugiere que en este modelo sélo hay catequinas

monomeéricas biodisponibles.
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1.4. Efectos sobre los niveles plasmaticos de ET-1.

Los niveles de ET-1 en plasma fueron significativamente mayores en las ratas con
el tratamiento DOCA-sal que en las ratas control. El tratamiento crénico de las ratas
DOCA-sal con RWPs redujo los niveles de ET-1 a valores similares a aquellos
encontrados en el grupo control. Sin embargo, la apocinina no pudo prevenir la

acumulacién plasmatica de ET-1 en los animales DOCA-sal (Fig. 5).
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Figura 5. Niveles plasmaticos de ET-1 de todos los grupos experimentales. Valores
expresados como la media £ SEM (n = 7-10). *P < 0,05 comparado con el grupo control. #P <
0,05 comparado con el grupo DOCA.
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1.5. Efectos sobre el estrés oxidativo sistémico.

Los niveles plasmaticos de MDA, un marcador de peroxidacion lipidica producido
por ROS, de los animales con el tratamiento DOCA-sal se incrementaron con respecto
al grupo control. En los grupos DOCA-sal tratados con RWPs o apocinina, la
concentracion de MDA se vio reducida a niveles similares a los encontrados en ratas

control (Fig. 6A). La excrecion urinaria en 24h de iso-PGan, un marcador mas

especifico de la produccion de O,", también estaba incrementado en el grupo DOCA-

sal. En los grupos DOCA-sal con RWPs y apocinina, la excrecion de iso-PGF20L mostré

valores similares a aquellos encontrados en las ratas control (Fig. 6B).
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Figura 6. Niveles plasmaticos de MDA (A) y excrecion urinaria de iso-PGF2a en 24 horas
(B) de todos los grupos experimentales. Valores expresados como la media = SEM (n = 7-10).
*P < 0,05 comparado con el grupo control. #P < 0,05 comparado con el grupo DOCA.
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1.6. Efectos sobre la produccion vascular in situ de O,~

Para caracterizar y localizar la produccién de O, en la pared vascular, la
fluorescencia roja del etidio se analizd en cortes histologicos de aorta incubados con
DHE. Se sabe que el DHE se oxida por la accién del O, que produce etidio que tifie el
DNA. La produccién de O;" tiene lugar en toda la pared vascular (adventicia, media y
células endoteliales) (Fig. 7A). La fluorescencia del etidio se cuantificé y los resultados
se normalizaron con la fluorescencia azul del marcador nuclear DAPI. (Fig. 7B). La
fluorescencia roja fue suprimida casi totalmente cuando las secciones se incubaron
durante 30 minutos con tiron (10mM), un captador intracelular de O,". Los anillos de
las ratas DOCA-sal mostraron mayor fluorescencia en toda la pared vascular comparado
con las ratas control. El tratamiento cronico con RWPs o con apocinina previno el

incremento en la fluorescencia roja a etidio incrementada en el grupo DOCA-sal.
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Figura 7. Localizacion in situ de la produccion de O, en anillos adrticos de todos los
grupos experimentales. (A) Las fotografias en la parte superior muestran cortes histoldgicos de
arterias incubadas en presencia de dihidroetidio (DHE) que produce fluorescencia roja cuando
se oxida a etidio por el anion O,". Las fotografias en la parte inferior muestran los mismos
cortes histologicos con fluorescencia azul por el marcador nuclear dilactato de 4°,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) (x 40 aumentos). El lumen viene indicado por la flecha. (B) Valores
promedio, media £ SEM (n = 3-4), de la fluorescencia roja del etidio normalizada respecto a la
fluorescencia azul del DAPI. *P < 0,05 comparado con el grupo control. #P < 0,05 comparado
con el grupo DOCA.
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1.7. Efectos sobre la actividad NADPH oxidasa.

El NADPH incrementa la quimioluminiscencia con lucigenina en anillos aorticos
normales, lo que fue practicamente suprimido por incubacién previa de 30 minutos con
el inhibidor de flavoproteinas DPI (10 uM) o con el inhibidor selectivo de la NADPH
oxidasa apocinina (100 uM), lo que demuestra que el NADPH externo aumenta la
actividad NADPH oxidasa en tejido vascular. La actividad NADPH oxidasa se vio
incrementada en anillos adrticos de ratas DOCA-sal, comparado con las ratas control. El
tratamiento crénico con RWPs o apocinina redujo significativamente dicha actividad
so6lo en los animales con tratamiento DOCA-sal, no teniendo efecto en animales control
(Fig. 8A). En otros experimentos, la actividad NADPH oxidasa medida en homogenado
de cultivos de células de musculo liso vascular obtenidas de ratas control fue de 1197 +
361x10°. Los RWPs de manera concentracion dependiente disminuyeron la actividad
NADPH oxidasa (Fig. 8B).
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Figura 8. Actividad NADPH oxidasa medida por luminiscencia con lucigenina. En (A)
anillos adrticos de todos los grupos experimentales, y en (B) homogenados de cultivos celulares
de masculo liso vascular adrtico de ratas control incubados durante 30 min con RWPs o el
inhibidor de NADPH oxidasa DPI. Los resultados son la media = SEM, el nimero de anillos
aorticos en (A) era de 7-10, y el nimero de experimentos en (B) fue 5, con células de tres aortas
diferentes. En (A) *P < 0,05 comparado con el grupo control. # P < 0,05 comparado con el
grupo DOCA-sal. En (B) *P<0,05 comparado con homogenado de cultivos celulares de
musculatura lisa vascular adrtica de controles no tratados.
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1.8. Efectos sobre la expresion génica y proteica de subunidades de
la NADPH oxidasa.

En tejido adrtico de ratas DOCA-sal hubo una mayor expresion génica de p22°"*,
sin cambios en la expresion de p47°"™ comparado con las ratas control (Fig. 9A). La
expresion proteica de p47°"* también fue similar en animales DOCA-sal y control (Fig.
9B). Los RWPs fueron capaces de inhibir la mayor expresién de p22°" en ratas

DOCA-sal, pero la apocinina no.
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Figura 9. Expresién vascular genética y proteica de subunidades de la NADPH oxidasa en
(A) productos representativos de RT-PCR (p22°"* y p47°™) de RNA total extraido de arterias
de todos los grupos experimentales. Los histogramas representan valores densitométricos
respecto a la f-actina (n = 3). (B) Expresion proteica de p47™™ total en anillos adrticos de
todos los grupos experimentales. *P < 0,05 comparado con el grupo control. #P < 0,05
comparado con el grupo DOCA.
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1.9. Efectos sobre la funcién endotelial ex vivo.

Anillos aorticos de animales tratados con DOCA-sal mostraron una fuerte
reduccion de la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio a Ach en arterias
estimuladas con noradrenalina en comparacion con los anillos control (Fig. 10). Los
anillos aorticos obtenidos de ratas DOCA-sal tratadas con RWPs (Fig. 10A) y apocinina
(Fig. 10B) mostraron un incremento significativo de la vasodilatacion inducida por Ach
comparado con los animales DOCA-sal. No se observaron efectos significativos en los
anillos de las ratas control tratadas con RWPs y apocinina respecto a los controles no
tratados. Tampoco se observaron diferencias en la respuesta vasodilatadora
independiente de endotelio al donador de NO, NPS, en arterias precontraidas con

noradrenalina. (Fig. 10 C y D).
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Figura 10. Efectos en la funcién vascular. Respuestas relajantes inducidas por acetilcolina
(Ach) (A, B), y por nitroprusiato sédico (NPS) (C, D) en aortas con o sin endotelio
respectivamente. Grupos experimentales: control (o) (n = 10), DOCA (m) (n = 10), RWPs (o)
(n = 10), DOCA-RWPs (e) (n = 7), apocinina (&) (n = 10), y DOCA-apocinina (a) (n = 9).
Las respuestas relajantes se analizaron en arterias previamente contraidas con noradrenalina

10° M. Valores expresados como la media + SEM. *P < 0,05 comparado con el grupo control.
#P < 0,05 comparado con el grupo DOCA.
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2. Efectos de los RWPs sobre ratas SHR ovariectomizadas.

2.1. Efectos sobre la presion arterial.

No se encontraron diferencias en la PAS medida en la cola entre los animales
ovariectomizados y los controles. La administracion crénica de RWPs a largo plazo
indujo una reduccion progresiva en la PAS que fue similar en controles y ratas
ovariectomizadas tratadas. Al final de las 5 semanas de tratamiento, la reduccion fue,

aproximadamente del 9% para los grupos tratados con RWPs (Fig. 11).
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Figura 11. Efectos del tratamiento cronico con RWPs en la evolucion en el tiempo de la
presion arterial sistolica (PAS) medida por pletismografia en la cola en ratas SHR hembras
controles (CT) vy ovariectomizadas(OVX) . Grupos experimentales: CT-placebo (o), CT-RWPs
(m), OVX-placebo (o), OVX—RWPs (e)Valores expresados como la media £ SEM (n = 6-9
ratas). #P < 0,05 y ##P < 0,01, RWPs comparado con el respectivo grupo placebo.
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2.2. Efectos sobre las variables morfologicas.

El peso corporal final se incremento en ratas ovariectomizadas comparado con las
controles y no se vio modificado por el tratamiento con RWPs en ningun grupo (Tabla
2). El peso del utero, un pardmetro que indica la activacion de ERa a largo plazo, fue
mas bajo en ovariectomizadas que en las ratas control, y no se vio afectado por el
tratamiento con RWPs. La ovariectomia también condujo a una disminucion del peso
del absoluto y relativo del rifidn, lo que fue prevenido por el tratamiento con RWPs. El
peso del ventriculo izquierdo y su peso relativo al peso del corazén, considerado un
indice de hipertrofia ventricular, fueron similares en los 4 grupos de animales. De este
modo, cambios en el peso del ventriculo izquierdo referido al peso corporal (Tabla 2) se
deben a cambios en el peso corporal mas que a verdaderos cambios en la hipertrofia

ventricular.

Tabla 2. Peso corporal y de 6rganos. indices cardiaco y renal.

Grupos PC PCo PVI PR
() (mg) (mg) (mg)
CT-placebo 205+3 883+13 688+7 614+12
CT-RWPs 204+6 854421 670+19 594+14
OVX-placebo 245+10° 929+43 735+29 677+25*
OVX-RWPs 239+3" 890+24 697+17 625+16
Grupos PVI/PCo PVI/PC PR/PC PU
Ratio Ratio Ratio (mg)
CT-placebo 0.78+0.01 3.37£0.06 3.00£0.07 598443
CT-RWPs 0.78+0.01 3.29+0.05 2.92+0.06 627157
OVX-placebo 0.79+0.01 3.00+0.117 2.75+0.07* 176+11*
OVX-RWPs 0.78+0.02 2.91+0.09° 2.61+0.05 208+25*

PC, peso corporal; PCo, peso corazén; PVI, peso ventriculo izquierdo; PR, peso rifién;
PU, peso utero. Valores expresados como la media + SEM (n = 6-9 ratas). # y ## indican
P<0,05 y P<0,01, comparado con el respectivo grupo placebo. *P < 0,05, 'P < 0,01
comparado con el respectivo grupo control.
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2.3. Efectos sobre el estrés oxidativo sistémico.
La excrecion de iso-PGF,, en orina de 24 horas, un marcador especifico de la
produccién sistémica de O,", estaba incrementada en ratas ovariectomizadas comparada

con las control (Fig. 12). En ambos grupos, el tratamiento cronico con RWPs disminuyo
significativamente la excrecion urinaria de isoprostanos.

—]

(ng/24 h/100 g BW)

K

Excrecionurinariade isoPGF

CT- CT- OVX- OVX-
placebo RWPs placebo RWPs

Figura 12. Efectos de los RWPs en la excrecion de iso-PGF,, en orina de 24 horas en
ratas SHR hembras controles y ovariectomizadas. Valores expresados como la media £ SEM (n
= 6-9 ratas). **P < 0,01 comparado con el grupo CT-placebo. #P < 0,05 grupos RWPs
comparados con el respectivo grupo placebo.

2.4. Efectos sobre la produccién in situ de O, en aorta de rata.

Para caracterizar y localizar la produccion de O, en la pared vascular, se analizo la
fluorescencia del etidio en secciones de aorta incubadas con DHE. En las ratas SHR
operadas los anillos aérticos mostraron un marcado incremento en la fluorescencia en la
adventicia, la capa media y en células endoteliales comparados con la de las ratas
control. Dicho incremento se vio significativamente reducido por los RWPs tanto en las

ratas control como en las ovariectomiazadas (Fig. 13).
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Figura 13. Efectos de los RWPs en la produccion de O, en anillos adrticos de ratas
hembra SHR controles (CT) y ovariectomizadas (OVX). (A) Las fotografias en la parte
superior muestran cortes histolégicos de arterias incubadas en presencia de dihidroetidio
(DHE) que produce fluorescencia roja cuando se oxida a etidio por el anion O,". Las
fotografias en la parte inferior muestran los mismos cortes histoldgicos con fluorescencia azul
por el marcador nuclear dilactato de 4’°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (x 40 aumentos). (B)
Valores promedio, media £ SEM (n = 4 anillos de distintas ratas), de la fluorescencia roja del
etidio normalizada respecto a la fluorescencia azul del DAPI. *P < 0,05 comparado con el
grupo CT-placebo. #P < 0,05 grupos RWPs comparados con el respectivo grupo placebo.
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2.5. Efectos sobre la expresion génica y proteica de eNOS,

caveolina-1, p47°"*, p22P" y receptor AT-1 en aorta de rata.

La expresion genica y proteica de eNOS se mantuvo inalterada en ratas
ovariectomizadas en comparacion con las ratas control (fig. 14 A y B). Seguidamente se
examinaron cambios en la expresion de caveolina-1, un regulador alostérico negativo de
eNOS. La expresion de caveolina-1 fue mucho mayor en aortas del grupo
ovariectomizadas que en las controles (Fig. 14 C y D). Tras el tratamiento de los
animales con RWPs durante 5 semanas, la expresion génica y proteica de eNOS no se
alter6 (Fig. 14 A y B), mientras que la caveolina-1 se vio incrementada tanto en
controles como en ratas ovariectomizadas (Fig. 14 C y D).

Se observé una sobreexpresion significativa tanto proteica como de mMRNA de las
subunidades de la NADPH oxidasa p22°" (Fig. 15 A'y B) y p47"" (Fig. 15 C y D) en
tejido adrtico de ratas operadas comparado con los controles no operadas. El tratamiento
cronico con RWPs fue capaz de reducir la expresion génica y proteica de ambas
subunidades en SHR independientemente de la funcion ovérica (Fig. 15).

Tanto el mMRNA como la expresion proteica del receptor AT-1 fue mayor en aortas
de ratas ovariectomizadas comparado con los controles (Fig. 16 A y B). El tratamiento
con RWPs en ratas controles u ovariectomizadas no modifico la expresion proteica ni
génica del receptor AT-1. Ademas, las contracciones inducidas por Ang I, que fueron
mayores en ratas operadas que en no operadas, tampoco fueron modificadas por el
tratamiento cronico con RWPs (Fig. 16C, Tabla 3).
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Figura 14. Efectos de los RWPs en la expresion de eNOS (A y B) y caveolina-1 (Cy D) a
nivel de mRNA por RT-PCR (A 'y C) y proteico por Western blot (B y D) en ratas hembra SHR
controles (CT) y ovariectomizadas (OVX). Los paneles muestran bandas representativas y los
histogramas representan valores densitométricos normalizados con el correspondiente
producto de RT-PCR GADPH (A y C) o normalizado con la correspondiente a-actina (B 'y D)
(n=3ab)y expresado como porcentaje del grupo control-placebo. **P < 0.01 comparado con
el grupo CT-placebo. #P < 0,05, #4P < 0,01, grupos RWPs comparados con su respectivo
grupo placebo.
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Figura 15. Efectos de los RWPs en la expresion de las subunidades de la NADPH oxidasa
p22°" (A'y B) y pA7°" (C y D) a nivel de mRNA por RT-PCR (Ay C) y proteico por Western
blot (B y D) en ratas hembra SHR controles (CT) y ovariectomizadas (OVX). Los paneles
muestran bandas representativas y los histogramas representan valores densitométricos
normalizados con el correspondiente producto de RT-PCR GADPH (A y C) o normalizado con
la correspondiente a-actina (B'y D) (n = 3 a 5) y expresado como porcentaje del grupo control-
placebo. **P < 0.01 comparado con el grupo CT-placebo. *P < 0,05 comparado con el grupo

CT-placebo. #P < 0,05, ##P < 0,01, grupos RWPs comparados con su respectivo grupo
placebo.
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Figura 16. Efectos de los RWPs sobre la expresion del receptor AT-1 a nivel de mRNA por
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RT-PCR (A) y proteico por Western blot (B) y en la respuesta vasoconstrictora adrtica a Ang Il
en anillos adrticos (C) de ratas hembra SHR controles y ovariectomizadas. Los paneles
muestran bandas representativas y los histogramas representan valores densitométricos
normalizados con el correspondiente producto de RT-PCR GADPH (A) o normalizado con la
correspondiente a-actina (B) (n = 3 a 5) y expresado como porcentaje del grupo control-
placebo. **P<0.01 comparado con el grupo CT-placebo. El panel C muestra la respuesta
contractil inducida por Ang Il en anillos aorticos sin endotelio. Grupos experimentales: CT-
placebo (@) (n =9), CT-RWPs (m) (n = 9), OVX-placebo (o) (n = 6), OVX-RWPs (®) (n = 7)..
*P < 0,05, **P < 0,01 comparado con el grupo CT-placebo.
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2.6. Efectos sobre la reactividad aértica ex vivo.

En anillos precontraidos con fenilefrina, la Ach indujo una respuesta relajante que
fue suprimida por la eliminacién del endotelio. La deplecién de la mayoria de los
estrogenos enddgenos (via ovariectomia) y exogenos (fitoestrogenos de la soja en la
dieta, via dieta AIN 76) disminuyd la relajacion provocada por Ach si lo comparamos
con las ratas control. El tratamiento con RWPs aumento significativamente la relajacion
inducida por Ach de anillos aorticos de ambos grupos SHR, independientemente de los
niveles de estrogenos (Fig. 17A, el pD, se muestra en la Tabla 3). No se vieron
diferencias en la relajacion independiente de endotelio inducida por NPS entre los
grupos experimentales (Fig. 17B).

1007 L CT-placebo 100- L CT-placebo
B CT-RWPs B CT-RWP
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c c
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# #
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Figura 17. Efectos de los RWPs en la respuesta relajante vascular inducida por
acetilcolina (Ach) (A), y nitroprusiato sodico (NPS) (B), en aortas precontraidas con 10° M
fenilefrina en ratas SHR hembras controles (CT) vy ovariectomizadas (OVX). Grupos
experimentales: CT-placebo (@) (n = 9), CT-RWPs (m) (n = 9), OVX-placebo (o) (n = 6), OVX—
RWPs (o) (n = 7). Valores expresados como la media + SEM (n = 6-9 anillos de ratas

diferentes). *P < 0,05 comparado con el grupo CT-placebo. #P < 0,05 grupos RWPs
comparados con el respectivo grupo placebo.
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No se encontraron diferencias entre los grupos experimentales en la curva
concentracion-respuesta contractora inducida por fenilefrina en anillos aorticos intactos
(Fig 18; Tabla 3). Sin embargo, esta respuesta se vio reducida significativamente en
aortas de ratas ovariectomizadas comparado con animales sin operar (Fig. 18, Tabla 3)
cuando los anillos fueron previamente incubados con el inhibidor de la sintesis de NO,
L-NAME, indicando una reduccion en la formacion basal de NO en ratas
ovariectomizadas. Los RWPs incrementaron la respuesta contractil solo en anillos de

ratas ovariectomizadas, sugiriendo una mayor formacion de NO en dichos vasos.
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Figura 18. Efectos de los RWPs en las respuestas contractiles vasculares inducidas por
fenilefrina (Phe) en ausencia (A) o presencia (B) de N°®-nitro-L-arginine metil éster (L-NAME,
10 M) en ratas SHR hembras control y ovariectomizadas. Grupos experimentales: CT-placebo
(@) (n =9), CT-RWPs (m) (n = 9), OVX-placebo (o) (n = 6), OVX—-RWPs (e) (n = 7). Valores
expresados como la media + SEM (n = 6-9 anillos de ratas diferentes). *P < 0,05 comparado
con el grupo CT-placebo. #P < 0,05 grupos RWPs comparados con el respectivo grupo
placebo.
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Tabla 3. Parametros de las curvas concentracion-respuesta a factores vasoactivos.

Control-placebo (n=19) Control-RWPs (n = 9)

PDz Emax pDZ Emax

Acetilcolina

(10° - 10" mol/L)
Nitroprusiato sédico

(10° - 10 mol/L)
Fenilefrina (sin L-NAME)

(10° - 10 mol/L)
Fenilefrina (con L-NAME)

(10° - 10 mol/L)
Angiotensina Il

(10 - 10 mol/L)

7.58 £0.21 350+26 7.29+0.15 46.1+46#
7.43+0.11 93.6+3.6 7.72+0.11 959+24
7.13+0.05 14+01 7.15+0.13 15+03
7.59+0.11 23%01 7.51+£0.10 2.35%0.3

8.96 £ 0.33 0.12 £0.04 9.04 £0.19 0.17 £0.03

OV X-placebo (n = 6) OVX-RWPs (n=7)

pDZ Emax pDZ Emax

Acetilcolina

(10° - 10* mol/L)
Nitroprusiato sédico

(10° - 10° mol/L)
Fenilefrina (sin L-NAME)

(10° - 10 mol/L)
Fenilefrina (con L-NAME)

(10° - 10 mol/L)
Angiotensina Il

(10 - 10 mol/L)

7.03+0.18 29.0+3.1* 7.47+0.24 50.8+5.1#
7.37+0.10 88.4+45 7.66+0.13 91.3+3.9
7.14 £ 0.06 1502 7.12 +£0.08 1.3+01

7.62 £ 0.06 18+02* 7.64 +£0.06 26+x02#

9.30+0.21 0.26 + 0.02* 90.4+0.29 0.29 +0.04

Valores expresados como la media + SEM. E,. (efecto maximo) para fenilefrina y
angiotensina Il estan expresados como g de contraccién/mg de tejido, y para acetilcolina (Ach)
y nitroprusiato soédico (NPS) como el porcentaje de la relajacion de la precontraccién con
fenilefrina. pD; es la concentracion de farmaco que genera el 50% del Emax expresado como el
logaritmo negativo de la molaridad. *P < 0,05 comparado con el grupo CT-placebo. #P < 0,05
para los grupos RWPs comparados con su respectivo grupo placebo.
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3. Efectos del RWPs sobre la disfunciéon endotelial

provocada por ET-1 in vitro.

3.1. Efectos sobre la disfuncion endotelial.

En estudios previos observamos que la incubacién de anillos adrticos en solucion
Krebs durante 4 horas en ausencia de ET-1 no produce cambios significativos en la
respuesta contractil a fenilefrina o en la respuesta a Ach. Sin embargo, la incubacién de
los anillos aorticos con ET-1 durante 4 horas induce al desarrollo de disfuncién
endotelial como se indica por la reduccion en la respuesta relajante maxima a Ach (Fig.
19). La co-incubacion con RWPs durante 4 horas previno la disfuncién endotelial
inducida por ET-1 de manera concentracion-dependiente (Fig. 19A). De manera similar,
el inhibidor de NADPH oxidasa apocinina, también restablecio el empeoramiento en la
respuesta relajante a Ach que induce la ET-1 (Fig. 19B). La respuesta relajante a Ach se
suprimio6 por el inhibididor de la NOS, L-NAME, tanto en controles como en anillos
adrticos tratados con ET-1 (datos no incluidos). Para determinar si el estiramiento de los
anillos aorticos podia modificar los efectos de la ET-1 en la disfuncion endotelial, en
otro grupo de experimentos, los anillos se montaron en bafios de 6rganos con o sin ET-1
durante 4 horas. Tras esto se elimind la ET-1 del medio y se analiz0 la respuesta a Ach
en anillos precontraidos con fenilefrina. En estas condiciones experimentales mas
fisioldgicas, la incubacion con ET-1 también modificé la vasodilatacion inducida por
Ach en comparacién con los anillos controles (Efectos maximos (%): 35,2 + 4,6, n = 6;
69,2 £ 5,1, n = 6, respectivamente, P < 0,01).
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Figura 19. RWPs previenen la disfuncion endotelial inducida por ET-1 en anillos adrticos
de rata. Los anillos se incubaron con o sin RWPs (107, 10, 10“g/L) (A) o con apocinina (10™
M) (B) y con o sin ET-1 (1 nM) durante 4 horas. Los anillos se estimularon con fenilefrina (10°
® M) y finalmente se indujo una relajacion dependiente de endotelio mediante adicion de
acetilcolina (Ach). Condiciones experimentales: (o) Control, () ET1, () RWPs 10° g/L, (m)
ET1-RWPs 107 g/L, (a4) ET1-RWPs 10° g/L, (¥) ET1-RWPs 10* g/L. Los resultados se
expresan como la media + SEM, n = 5-6. *P<0,05, **P<0,01 ET-1 vs control y #P < 0,05, ##P

< 0,01 ET-1+RWPs vs ET-1.
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No se observaron diferencias en las respuestas relajantes independientes de
endotelio al NPS en anillos aorticos tratados con vehiculo, ET-1 y ET-1+RWPs (Fig.
20).
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Figura 20. Efecto de los RWPs sobre la relajacion a nitroprusiato sédico (NPS) de anillos
adrticos de rata desprovistos de endotelio. Los anillos se incubaron con o sin RWPs (107
mg/ml) y con o sin ET-1 (1 nM) durante 4 horas y después de la eliminacion mecanica del
endotelio se montaron en un bafio de drganos, se estimularon con fenilefrina (10° M) y
finalmente se indujo una relajacién independiente de endotelio mediante adicion de NPS.
Condiciones experimentales: (©) Control, (e) ET1, () RWPs 102 g/L, (m) ET1-RWPs 10 g/L.
Los resultados se expresan como la media = SEM, n = 6.

-121 -



Resultados

3.2. Efectos sobre la produccion de O,".

Para caracterizar la produccion de O, " y localizarla en la pared vascular, se analizo
la fluorecencia roja del etidio en secciones de aorta incubadas con DHE, el cual se
convierte a etidio por la oxidacién inducida por O,". La tincion de nucleos se vio
practicamente suprimida por el captador de O, intracelular tiron. Ndcleos tefiidos de
rojo pudieron observarse en la adventicia, la media y las células endoteliales (Fig. 21A).
Se cuantifico la fluorescencia y los datos se normalizaron respecto a la fluorescencia
azul de la tincion nuclear del DAPI (Fig. 21B). A 4 horas, la ET-1 indujo un incremento
en la produccién de O, que resultd evidente en todas las capas del vaso. Los RWPs (10°
3 g/L) previnieron el incremento en la tincién por DHE inducido por ET-1. (Fig. 21 Ay
B).
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Figura 21. Efectos de los RWPs en la produccion de O, en anillos incubados con o sin
RWPs (10 g/L) y con o sin ET-1 (1 nM) durante 4 horas. (A) Las fotografias en la parte
superior muestran cortes histolégicos de arterias incubadas en presencia de dihidroetidio
(DHE) que produce fluorescencia roja cuando se oxida a etidio por el aniéon O,". Las
fotografias en la parte inferior muestran los mismos cortes histolégicos con fluorescencia azul
por el marcador nuclear dilactato de 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (x 40 aumentos) (B)
(B) Valores promedio, media = SEM (n = 4 anillos de distintas ratas), de la fluorescencia roja
del etidio normalizada respecto a la fluorescencia azul del DAPI. **P < 0,01 ET-1 vs control y
#P < 0,05 ET-1+RWPs vs ET-1.
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3.3. Efectos sobre la actividad NADPH oxidasa.

ElI NADPH incrementa la luminescencia de la lucigenina en anillos aorticos
normales, efecto que resulta practicamente eliminado previa incubacién durante 30
minutos con el inhibidor de flavoproteinas DPI (10 uM).La incubacién con ET-1
durante 4 horas induce un incremento en la actividad NADPH oxidasa. La apocinina 10°
* M, un inhibidor intracelular especifico de la NADPH oxidasa, que previene la
traslocacion de las subunidades p47°"™ y p67°" del citoplasma a la membrana y por
tanto el ensamblaje de la NADPH oxidasa (Stolk et al., 1994), inhibi6 el incremento en
la actividad NADPH oxidasa inducido por ET-1. La coincubacién con RWPs también
previno el aumento en la actividad NADPH oxidasa inducido por la ET-1 de manera

concentracion-dependiente (Fig. 22).
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Figura 22. RWPs previenen el aumento en la actividad NADPH oxidasa mediado por ET-
1. Los anillos se incubaron con o sin RWPs (102, 10, 10*g/L), o apocinina (Apo, 10*M)y con
0 sin ET-1 (1 nM) durante 4 horas antes de su incorporacion al tubo del luminémetro. Los
resultados se expresan como media £ SEM, n = 5-6. *P < 0,05, **P < 0,01 ET-1vs control y #P
< 0,05, ## P < 0,01 ET-1+RWPs 0 ET-1+apo vs ET-1.
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3.4. Efectos sobre la expression génica y proteica de p47°"%, p22P"*,

eNOS, y caveolina-1.

En segmentos aorticos la incubacion con ET-1 durante 4 horas aumentd tanto la
expresion génica como proteica de p47°"™
génica de p22°"* (Fig. 23 Ay E), eNOS (Fig. 23 C y E) y caveolina-1 (Fig. 23 D y E)

medida por RT-PCR. La coincubacion con RWPs (10 g/L) previno el aumento en la

(Fig. 23 B, E y F) sin afectar la expresion

expresion de p47°"™ inducido por ET-1.
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Figura 23. Efectos de los RWPs en la expresion de p22°"™ (A, E), p47™™ (B, E), eNOS (C,
E) y caveolina-1 (D, E) a nivel de mRNA por RT-PCR (A y C) y proteico por Western blot de
p47°" (F) en anillos aérticos incubados con o sin RWPs (102 g/L) y con o sin ET-1 (1 nM)
durante 4 horas. Los paneles muestran bandas representativas y los histogramas representan
valores densitométricos normalizados con el correspondiente producto de RT-PCR GADPH
(A, B, C, D, E) 0 normalizado con la correspondiente a-actina (F) (n=3 a 5). Los resultados se
expresan como media + SEM, n = 5-6. *P < 0,05, **P < 0,01 ET-1vs control y #P < 0,05 ET-
1+RWPs.
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3.5. Papel del receptor estrogénico y del receptor activado por el
proliferador de peroxisoma.

Para probar la implicacion del ERa en la mejora que ejercen los RWPs sobre la
disfuncion endotelial inducida por ET-1, incubamos los anillos con el antagonista no
selectivo de ER, ICI-182780. Este agente no modificd el efecto beneficioso de los
RWPs en la mejora de la disfuncion endotelial inducida por ET-1 (Fig. 24A). Para
determinar si la activacion PPARYy estaba implicada en el efecto protector de los RWPs,
los anillos adrticos fueron coincubados con el antagonista de PPARy, GW9662. La
mejora que ejercen los RWPs sobre el deterioro en la relajacion a Ach inducido por ET-
1 no se vio afectado por GW9662 (Fig. 24B).
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Figura 24. Papel del receptor estrogénico (ER) (A) y del receptor activado por
proliferador de peroxisoma (PPAR) y (B) sobre el efecto protector de los RWPs en la disfuncion
endotelial inducida por ET-1 en anillos adrticos de rata. Los anillos se incubaron con ET-1 (10°
® M) y con RWPs (107 g/L) en presencia o ausencia de 1C1-182780 (10° M) (A) o de GW9662
(10°° M) (B) durante 4 horas. Los anillos se estimularon con fenilefrina (10° M) y finalmente se
indujo una relajacion dependiente de endotelio mediante adicion de acetilcolina (Ach).
Condiciones experimentales: (o) 1CI1-182780 (A) GW9662 (B), (e) ET1, (m) ET1-RWPs, (4)
ET1-RWPs-ICI-182780 (A) ET-1-RWPs-GW9662 (B). Los resultados se expresan como la
media = SEM, n = 5-6. *P < 0,05, **P < 0,01 ET-1vs control y #P < 0,05, ##P < 0,01 El resto
de los grupos vs ET-1.
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3.6. Papel de las Kinasas reguladas por sefales extracelulares.

Analizamos si los RWPs modifican el grado de fosforilacion de ERK1/2. Para ello,
estudiamos el estado de fosforilacién de ERK1/2 mediante western blot en anillos adrticos
incubados con ET-1 a una hora en presencia o ausencia de RWPs. Se observa que la
incubaciéon con ET-1 induce un aumento significativo en el grado de fosforilaciéon de

ERK1/2 con respecto a los anillos control, y que los RWPs son capaces de revertir este

efecto (Fig. 25).
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Figura 25. Efectos de los RWPs sobre la fosforilacion de kinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK1/2). Los anillos se incubaron una hora con ET-1 (10° M) en presencia o
ausencia de RWPs (10 g/L). Posteriormente, los homogenados fueron utilizados para realizar
western blot para fosfo-ERK1/2 y ERKZ1/2. Los resultados se expresaron como la media
aritmética £ SEM de los valores de densidad de la banda para fosfo-ERK1/2 normalizados con
los correspondientes valores de ERK1/2 y expresados como porcentaje de los anillos control,
n=4.**P <0,01 vs anillos control. ##P < 0,01vs ET-1.
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3.7. Papel protector de polifenoles aislados de la mezcla de RWPs

frente a la disfuncion endotelial inducida por ET-1.

La incubacion de los anillos adrticos con ET-1 durante 4 horas induce al desarrollo
de disfuncién endotelial como se observa en la Fig. 19. La co-incubacién con RWPs
durante 4 horas previno la disfuncion endotelial inducida por ET-1 de manera
concentracion-dependiente (Fig. 19A). Para determinar cual de los componentes de la
mezcla polifendlica pudiera ser el responsable de la mejora en la disfuncion endotelial
realizamos incubaciones a 4 horas de anillos aorticos con epicatequina, catequina o
resveratrol en presencia de ET-1. Posteriormente, se analizé la respuesta relajante a
Ach. La incubacion con epicatequina a 107, 10° y 10° M, catequinaa 10°y 10° M y
resveratrol a 10°® y 10 M, mejoré la vasodilatacién a Ach en anillos incubados con ET-

1 (Fig. 25 A, B y C respectivamente).
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Figura 26. Epicatequina (epi, A), catequina (cat, B) y resveratrol (res, C) previenen la
disfuncién endotelial inducida por ET-1 en anillos aérticos de rata. Los anillos se incubaron
con o sin epicatequina, catequina o resveratrol (107, 10, 10°M) y con ET-1 (10° M) durante
4 horas. Los anillos se estimularon con fenilefrina (10° M) y finalmente se indujo una
relajacion dependiente de endotelio mediante adicién de acetilcolina (Ach). Condiciones
experimentales: (o) Control, (e) ET1, (m) ET1-epi 107 M (A), ET-1-cat 10"M (B) o ET-1-res
107" M (C), (4)ET1-epi 10° M (A), ET-1-cat 10°M (B) o ET-1-res 10° M (C), (¥)ET1-epi 10°
M (A), ET-1-cat 10°M (B) o ET-1-res 10° M (C). Los resultados se expresan como la media *
SEM, n =5-6. *P < 0,05, **P < 0,01 ET-1 vs control y #P < 0,05, ##P < 0,01 vs ET-1.
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1. Efectos preventivos de los RWPs sobre la hipertension
DOCA-sal.

Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que el tratamiento crénico con
RWPs previene el incremento en la presion sistolica, la proteinuria y la disfuncion
endotelial en ratas uninefrectomizadas sujetas a un tratamiento DOCA-sal, y que este
efecto parece estar relacionado con la disminucion de la produccién vascular de O,”
mediada por NADPH oxidasa. En definitiva, por primera vez se muestra que una
mezcla de compuestos polifendlicos del vino tinto disminuye la produccion de ET-1 in
vivo, lo que podria colaborar con sus efectos cardiovasculares beneficiosos.

Este estudio confirma e incrementa las evidencias previas de los efectos
antihipertensivos y la mejora de la funcién endotelial de los RWPs en varios modelos
animales de hipertensiéon (Bernatova et al., 2002, Pechanova et al., 2004, Sarr et al.,
2006, Soares de Moura et al., 2002). En ratas con inhibicion crénica de la sintesis de
NO y en ratas infundidas con Ang Il, dos modelos experimentales en los que el estrés
oxidativo vascular mediado por renina y Ang juega un papel fundamental en el
desarrollo de la hipertension (Kitamoto et al., 2000, Sainz et al., 2005).

Los compuestos polifendlicos del vino tinto previenen la hipertensién, al menos en
parte, mediante la reduccion de la produccion vascular de O,”. Ademas, un extracto de
polifenoles derivado de uva (Soares de Moura et al., 2002) también previene el
incremento de la presion sanguinea inducido por el tratamiento DOCA-sal, un modelo
de hipertension independiente de Ang Il, puesto que el bloqueo del receptor AT-1 no
redujo la presion arterial (Kim et al., 1994, Lacour et al., 1994, Wada et al., 1995, De
Gracia et al., 2000).

En concordancia con estudios previos (Beswick et al., 2001, Ghosh et al., 2004,
Elmarakby et al., 2005) hemos encontrado que el estrés oxidativo estad intimamente
relacionado con el desarrollo de hipertension DOCA-sal, puesto que la administracion a
largo plazo de apocinina (un inhibidor del sistema NADPH oxidasa) a las ratas DOCA-

sal disminuyo significativamente los niveles de iso-PGF,, (producto de la reaccion no
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enzimética del acido araquidénico y el O;"), los niveles de MDA en plasma (un
marcador de la peroxidacion lipidica y del estrés oxidativo sistémico) y la presion
arterial sistolica comparada con la de las ratas tratadas sélo con DOCA-sal. De forma
similar los RWPs también normalizaron la excrecion urinaria de iso-PGF,,, el MDA
plasmatico y previnieron el incremento en la presion arterial sistolica en ratas DOCA-
sal. Ademas, el dafio renal caracteristico de la hipertensién mineralocorticoide esta
asociado con el estrés oxidativo y es en parte independiente de la presion sanguinea (De
Gracia et al., 2000, Jin et al., 2006). En nuestro estudio, la proteinuria, un marcador del
dafio renal, estaba incrementada en ratas DOCA-sal y tanto el tratamiento crénico con
RWPs como con apocinina redujeron la excrecion de proteinas a valores similares a los
encontrados en las ratas control.

Los analisis de polifenoles en plasma revelaron la presencia de pequefias
concentraciones (< 0,01 uM) de catequinas (componente mayoritario de la mezcla de
polifenoles) en ratas tratadas con RWPs. Sin embargo, no fue posible la cuantificacion
de los niveles circulantes, con lo que no puede concluirse si los efectos vasculares
observados en ratas tratadas pueden relacionarse directamente a los niveles plasmaticos
de catequinas, aunque los bajos niveles detectados no apoyan esto Gltimo. Por otro lado,
la baja tasa de absorcién de catequinas se deberia, al menos en parte, a una extensa
degradacion por la microflora intestinal (presente en grandes cantidades en el intestino
delgado de rata comparado con el humano). Se sabe que las catequinas son ampliamente
degradas a una variedad de polifenoles pequefios, sobre todo acidos fendlicos (Gonthier
et al., 2003). Los niveles plasmaticos de estos metabolitos podrian ser de 8 a 25 veces
mayor que el nivel medido para las catequinas originales y ser responsables de algunos
de los efectos atribuidos a éstas.

La presion arterial alta y mantenida es un potente determinante para el desarrollo de
la hipertrofia cardiaca y renal (Frohlich et al., 1992). De hecho, las ratas con
hipertension DOCA-sal mostraron un aumento en el indice de peso cardiaco, del

ventriculo izquierdo y del rifion comparado con los controles normotensos. Sin
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embargo, ni el tratamiento con RWPs ni el tratamiento con apocinina redujeron
significativamente estos indices, a pesar de su efecto preventivo en el desarrollo de la
hipertension. Vemos que no existe asociacion entre la alta presion sanguinea y la
hipertrofia cardiaca en este modelo de hipertension, mostrando el papel de otro estimulo
tréfico, que no se vio afectado por sustancias antioxidantes, como los RWPs o la
apocinina, o por sustancias sin propiedades antioxidantes como el verapamilo (Galisteo
et al., 2004). Sin embargo nuestros resultados contrastan con otros estudios, que
reportan que los RWPs previenen la hipertension y la hipertrofia cardiaca en ratas
resistentes a la insulina alimentadas con fructosa (Al-Awwadi et al., 2004).

La ET-1 esta relacionada con el desarrollo del estrés oxidativo y la hipertension en
las ratas DOCA-sal, puesto que el bloqueo del receptor ETa reduce los niveles arteriales
de O, con un descenso concomitante de presion sistdlica (Li et al., 2003c). Sin
embargo, encontramos que el tratamiento con apocinina es capaz de prevenir la
hipertensién y los niveles vasculares de O, sin reducir los niveles plasmaticos de ET-1.
Estos resultados estdn en concordancia con un estudio previo de Sedeek et al., (2003)
que encontrd que el incremento en la presion arterial en respuesta a ET-1 fue suprimida
por completo por el captador de O, tempol y sugiere que el estrés oxidativo juega un
papel clave en el desarrollo de la hipertension en este modelo de hipertension con bajos
niveles de renina. En nuestro estudio, tanto los RWPs como la apocinina redujeron la
generacion aortica intracelular de O, medida por la fluorescencia del etidio, pero s6lo
los RWPs redujeron los niveles plasmaticos de ET-1 en las ratas DOCA-sal. La ET-1 se
sintetiza en varios pasos a partir de un precursor, la pre-proendotelina. La expresion de
ET-1 en cultivos de células endoteliales y de la musculatura lisa vascular se puede
estimular con varias sustancias, incluidas las ROS (Kahler et al., 2000, Ruef et al.,
2001). El peroxido de hidrégeno incrementa la sintesis de ET-1 por induccion de ECE,
que catalizan la conversion de un precursor inactivo “big endotelina” al péptido
biologicamente activo ET-1 (Lopez-Ongil et al., 2002). Sin embargo, el O, " inhibe las
ECE, reduciendo la sintesis de ET-1 (Lopez-Ongil et al., 2000). Estos resultados
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mostraron que el papel de las ROS en el control de la sintesis de ET-1 es bastante
complejo. El equilibrio local entre el O,7, el NO y el peréxido de hidrogeno
determinaria los niveles de ET-1. En nuestro experimento solo analizamos los efectos
de los RWPs y la apocinina en los niveles vasculares de O,". Con lo que no tenemos
argumentos suficientes para explicar los mecanismos involucrados en los efectos de
ambas sustancias en los niveles plasmaticos de ET-1. Ademas, los efectos inhibitorios
inducidos por los RWPs en la liberacion de ET-1 serian independientes de sus
propiedades antioxidantes y estarian relacionadas a cambios en tirosin kinasas o
sefializacion por protein kinasa C (Corder et al., 2001). Se necesitan estudios méas
profundos para clarificar esta cuestion.

Esta bien establecido que la ET-1 activa la NADPH para producir O,” vascular en
ratas con hipertension DOCA-sal (Beswick et al., 2001, Li et al., 2003), aunque la ET-1
también incrementa las ROS mitocondriales en este modelo de hipertension (Callera et
al., 2006). Hemos encontrado que la actividad NADPH oxidasa estd incrementada en la
aorta de ratas hipertensas DOCA-sal y que este incremento estd asociado con una
produccién de O, elevada. En nuestro estudio de deteccidn in situ de produccién de O;~
encontramos que los anillos de las ratas DOCA-sal mostraron mayor fluorescencia roja
que las ratas control, y que dicha fluorescencia estaba distribuida en todas las capas de
la pared adrtica. Por ello, nuestras observaciones sugieren que todas las células
vasculares, aungue especialmente las células del muasculo liso vascular, estan
involucradas en el aumento de la produccion de O, derivado de NADPH oxidasa en
ratas con hipertension DOCA-sal. El inhibidor especifico de la NADPH oxidasa,
apocinina, redujo de manera muy marcada tanto la fluorescencia del etidio como la
actividad NADPH oxidasa en anillos aorticos de ratas DOCA-sal. El tratamiento con
RWPs indujo cambios similares a los provocados por la apocinina en la produccion
vascular de O,y en actividad NADPH oxidasa en ratas DOCA-sal. Sin embargo ni los
RWPs ni la apocinina redujeron de forma significativa estos parametros en las ratas

control, sugiriendo que estos productos reducen los cambios que encontramos en
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arterias de ratas DOCA-sal en las subunidades de la NADPH oxidasa, como el
incremento de la p22°"* (Callera et al., 2006, Beswick et al., 2001) y/o el incremento

phox

en la traslocacion a membrana de p47~"" (Callera et al., 2006). De hecho, hemos visto

un incremento en la expresion de p22°"

en ratas DOCA-sal, prevenido por los RWPs,
sugiriendo que la regulacién de la p22°"™ esta involucrada en la reduccion de la
produccion vascular de O, derivado de NADPH oxidasa en ratas DOCA-sal tratadas
con RWPs. De manera alternativa, los efectos inhibitorios de los RWPs sobre el
incremento de la actividad NADPH oxidasa en ratas DOCA-sal podria estar también
relacionado con la reduccién de los niveles de ET-1, lo que reduciria la actividad
NADPH oxidasa. De manera interesante hemos visto que los RWPs reducen la
actividad NADPH oxidasa, cuando los incubamos durante 30 minutos, en células de
musculo liso vascular de ratas control. Este efecto inhibitorio, independiente de los
efectos sobre los niveles de ET-1 y sobre cambios en la expresion génica, podria
colaborar en su comportamiento antioxidante actuando a nivel celular.

Nuestros descubrimientos estan en relacion con estudios previos que muestran que
la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio, inducida por Ach, esta alterada en
los vasos de conductancia en hipertension DOCA-sal (Galisteo et al., 2004, Somers et
al., 2000). El incremento en el O, vascular se relaciona de forma crucial con la
inactivacion de NO enddgeno asociado a una menor respuesta vasodilatadora
dependiente de endotelio. De este modo el equilibrio local entre O,”y NO en la pared
de los vasos controla el tono vascular. Nuestros resultados confirman el papel esencial
de la generacion vascular de O, en la disfuncion endotelial que muestran los anillos
adrticos de las ratas DOCA-sal, puesto que el tratamiento cronico con apocinina mejora
la respuesta relajante inducida por Ach. También hemos visto que los RWPs revierten
esta disfuncidn endotelial en ratas DOCA-sal, posiblemente reduciendo la generacion de
O, en aorta, y protegiendo el NO de la inactivacion. La disfuncion endotelial no estuvo
relacionada con cambios en la via guanilato ciclasa-cGMP, ya que las respuestas al

donador de NO, NPS, no mostraron cambios. Existen estudios previos que muestran que
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la exposicion de células endoteliales a RWPs (Leikert et al., 2002), o ratas tratadas con
estos polifenoles (Pechanova et al., 2004) manifestaron un incremento en la expresion
de eNOS, asi que cambios en la expresion de eNOS podrian estar implicados en el

mecanismo protector de los RWPs.
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2. Efectos de los RWPs en SHR ovariectomizadas.

Al igual que el tratamiento anterior este estudio también confirma y extiende
evidencias previas acerca de los efectos antihipertensivos y de la mejora de la funcién
endotelial por RWPs en ratas macho hipertensas (Bertanova et al., 2002, Pechanova et
al.,2004, Sarr et al., 2006, Soares de Moura et al., 2002). Del mismo modo que en ratas
con hipertension DOCA-sal, encontramos que los efectos antihipertensivos de los
compuestos polifendlicos del vino tinto parecen estar relacionados con la atenuacién del
estrés oxidativo, porque las iso-PGF,, fueron significativamente reducidas por los
RWPs tanto en SHR control como en las ovariectomizadas.

La caracteristica més particular de la disfuncién endotelial es una disminucién de la
bioactividad del NO derivado de endotelio. En aorta de rata, la vasodilatacion
dependiente de endotelio estd casi exclusivamente relacionada con la liberacién
endotelial de NO. Las ratas SHR son un modelo bien conocido y ampliamente utilizado
de disfuncion endotelial que se agrava tras la ovariectomia, reflejando lo que ya se ha
observado en mujeres hipertensas postmenopausicas (Dantas et al., 1999). Mas
especificamente, el grupo de ratas ovariectomizadas-placebo mostré una respuesta
relajante reducida a Ach, un vasodilatador dependiente de endotelio y NO, y una
respuesta inalterada a NPS, un donador de NO que relaja arterias de manera
independiente de endotelio. Ademas, anillos adrticos intactos de ratas ovariectomizadas
mostraron una contraccion reducida a fenilefrina en presencia de L-NAME, un
inhibidor de la eNOS, comparado con ratas control. Teniendo en cuenta todo lo anterior,
estos datos indican que las ratas ovariectomizadas muestran disfuncion endotelial
caracterizada por una reduccién en la biodisponibilidad del NO. Los RWPs fueron
capaces de mejorar la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio a Ach tanto en
ratas ovariectomizadas como en ratas controles sin afectar la respuesta a NPS, y
restablecieron la contraccion inducida por L-NAME en ratas operadas. Estos datos
sugieren firmemente que los RWPs mejoran la funcion endotelial en SHR mejorando la
bioactividad del NO.
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Varios mecanismos potenciales podrian estar involucrados en el incremento de las
respuestas a NO derivado de endotelio inducidas por los RWPs, como cambios en la
actividad o la expresion de la eNOS, cambios en los niveles vasculares de O,” y por
tanto en la inactivacién de NO conducida por O, ", y cambios en la sensibilidad al NO o
a la via del GMP ciclico en las células de musculo liso vascular (Cai et al., 2000,
Hayashi et al., 1995). Como la respuesta a NPS no se vio modificada por los RWPs, el
tercer mecanismo puede ser descartado.

La reduccién en la sintesis de NO asociada a disfuncion endotelial puede venir
causada por cambios en la expresion de eNOS, modificaciones postranscripcionales del
enzima (ej, fosforilaciones o modificaciones en acidos grasos), interacciones con heat
shock protein (hsp) 90 y caveolina, o concentraciones por debajo de los niveles 6ptimos
del sustrato L-arginina o del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) (Hayashi et al., 1995).
De acuerdo con nuestros estudios previos (Vera et al., 2007), encontramos que la
expresion proteica y de mRNA de la eNOS en aortas de SHR no se ve alterada por la
overiectomia. La estimulacion celular con agonistas movilizadores de Ca®* promueve la
unién de la calmodulina a la eNOS vy la disociacion de la caveolina del enzima, dejando
el enzima activo (Feron et al., 1996). Estudios previos (Xu et al., 2001, Vera et al.,
2007) han encontrado incrementos en la expresion de caveolina-1 y una menor
dilatacion dependiente de NO tras la ovariectomia. De acuerdo con estos estudios
nosotros también encontramos que la ovariectomia en SHR lleva a un incremento de la
expresion génica y proteica de caveolina-1. Por tanto estos cambios en la expresion en
este modulador de la eNOS estan en consonancia con la ampliamente observada
disfuncion endotelial tras la ovariectomia.

Resulta interesante que los RWPs no cambiaran la expresion de eNOS pero
incrementaran la expresion de caveolina-1 tanto en ratas controles como en las
ovariectomizadas, a pesar de que los RWPs incrementan la bioactividad del NO. Este
fendmeno se sostiene con estudios recientes que han demostrado que el NO ejerce una

retroalimentacion negativa en la regulacién de la expresion de la eNOS vy su regulador
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alostérico, caveolina-1 (Vaziri et al., 1999). De hecho, en el caso de estrés oxidativo
aumentado y de disfuncion endotelial, como en las SHR, niveles vasculares reducidos
de NO inducen cambios coordinados en la expresion de eNOS (aumento) y su regulador
alostérico negativo, caveolina-1 (reduccion). Este fendmeno deberia verse como un
mecanismo para mantener la produccion de NO bioactivo (Piech et al., 2003). Los
RWPs inducen cambios en la expresion de caveolina-1 (incremento) en SHR, lo que
parece estar relacionado con la reduccion del estrés oxidativo vascular encontrada en
aortas de los animales tratados con RWPs y el consecuente aumento en la bioactividad
del NO.

La NADPH oxidasa es un complejo enzimatico de varias subunidades responsable
de la reduccion monoelectronica del oxigeno para producir O, a expensas de NADPH
(Babior et al., 1999). De modo similar a la oxidasa de neutréfilos, la NADPH oxidasa
vascular se compone de un heterodimero del flavocitocromo b558 unido a la membrana
(formado por gp91°"* [nox2] u homélogos de gp91P"™ [nox1 y nox4] y p22°"™) y tres
subunidades citoplasmaticas, p47°"*, p67°"™ y p40P"™*. Este complejo enzimatico esta
considerado como la fuente mas importante de O," en la pared vascular (Griendling et
al., 2000). Previamente, se vio que la deficiencia de estrogenos llevd a un incremento de
la actividad de la NADPH oxidasa, asociado con un incremento de la expresion vascular
de las subunidades p22°"* y p67°" en aorta de ratas ovariectomizadas, y la
suplementacion de estrégenos previno este efecto (Wassmann et al., 2005). En nuestras
condiciones experimentales también hemos encontrado en ratas ovariectomizadas un
incremento en la produccion de O,", asociado a un incremento en la expresion de
p22P"% v pa7""* en la pared vascular. Los RWPs redujeron la expresion de estas
subunidades tanto en ratas control como en los grupos con deplecion de estrégenos.

La activacion del receptor AT-1 induce vasoconstriccion y crecimiento celular y
lleva a la liberacion de radicales libres en la pared vascular (Griendling et al., 1993). Se
ha demostrado que los estrégenos provocan una menor expresion de los receptores AT-

1 vasculares y que la deficiencia estrogénica viene acompafiada por sobreexpresion de
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receptor AT-1 (Nickenig et al., 1998). En ratas ovariectomizadas-placebo también
encontramos un incremento en la expresion del receptor AT-1 a nivel proteico y de
MRNA, y claras correlaciones funcionales, por ejemplo, cambios paralelos en la
vasoconstriccion inducida por Ang Il en ratas operadas. EI aumento en la expresion del
receptor AT-1 en ratas ovariectomizadas también puede contribuir al incremento en la
produccion de O,” y al empeoramiento de la funcion endotelial. Sin embargo, los RWPs
no modificaron la sobreexpresion del receptor AT-1 en ratas ovariectomizadas. Con lo
que la mejora de la funcion endotelial y la reduccion de la produccion de O, " inducida

por los RWPs son independientes de la regulacion de la expresion del receptor AT-1.

- 142 -



Discusion

3. Efectos de los RWPs sobre la disfuncion endotelial

inducida por ET-1.

La ET-1 un conocido factor desencadenante para el aumento del estrés oxidativo
vascular. La subsecuente inactivacion de NO mediada por O, juega un papel principal
en la génesis de la disfuncién endotelial en varias situaciones fisiopatoldgicas,
incluyendo la aterosclerosis, la hipertension y la diabetes (Miyauchi and Masaki 1999).
Esta Tesis sostiene la hipétesis de que la ET-1 media la produccion vascular de O,” via
activacion de la NADPH oxidasa conduciendo a disfuncion endotelial y se muestra por
primera vez que la disfuncion endotelial inducida por ET-1 puede prevenirse con los
RWPs, independientemente de la posible interferencia con la produccién de ET-1.
Ademas, estos RWPs también previenen el incremento en la produccion de O, de la
NADPH oxidasa mediante la disminucion en la expresion de la p47°"*. Estos efectos
protectores parece que son independientes de la activacion de ERa y PPARY, y podrian
estar relacionados con la inhibicion de ERK1/2.

La disfuncion endotelial esta presente en varios modelos experimentales en cuya
fisiopatologia la ET-1 juega un papel predominante, como:

- Las ratas hipertensas DOCA-sal, un modelo de hipertension con bajos niveles de

renina y angiotensina (Li et al., 2003c)

- Ratas con diabetes inducida por estreptozotocina (Makino et al., 1998)

- Ratas a las que se les infunde ET-1 (Elmarakby et al., 2005)

- Ratones transgénicos que sobrexpresan preproendoteliana-1  humana

especificamente en el endotelio de los vasos sanguineos (Amiri et al., 2004).

El hecho de que la ET-1 pueda inducir disfuncién endotelial in vitro en aorta de rata
(Kamata et al., 2004, Loomis et al., 2005) indica que estos cambios se deben a efectos
directos en la pared vascular, independientemente de hormonas circulantes, mecanismos
neurogénicos o cambios en la presion arterial. En nuestros experimentos, la disfuncion
endotelial resultd evidente por la reducida respuesta relajante tras la activaciéon de la

eNOS inducida por Ach. El tratamiento cronico con RWPs reduce la presion sanguinea

- 143 -



Discusion

y mejora la disfuncion endotelial (resultados de esta tesis, Soares de Moura et al.,
2002), estos efectos protectores se asocian a sus propiedades antioxidantes, con lo que
se reduce el estrés oxidativo sistémico y vascular.

Sin embargo, no estaba claro si los efectos en la funcion endotelial se debian a un
efecto directo sobre la pared vascular, secundarios a la disminucion en la presion
sanguinea o si se deben a mecanismos neurohumorales de los RWPs. De hecho, en esta
Tesis hemos visto como los RWPs reducen los niveles plasmaticos de ET-1 en ratas
DOCA-sal, sin afectar a los animales control. Los resultados presentes muestran que los
RWPs también son efectivos in vitro, aumentando la relajacién inducida por Ach.
Ademas, deberia tenerse en cuenta que la concentracion de RWPs fue efectiva a partir
de 10" g/L, indicando que este efecto pudiera ser fisiolégicamente relevante (Diebolt et
al., 2001). Teniendo en cuenta la dosis utilizada de RWPs en los tratamientos in vivo
anteriormente descritos y sabiendo que la absorcion media de los RWPs en el tracto
digestivo humano esté entre el 5 % y el 10 % (Duthie et al., 1998), podria alcanzarse en
plasma una concentracion de 0,01 g¢g/L de RWPs. Ensayamos con catequina,
epicatequina y resveratrol su posible papel protector frente a la disfuncion endotelial
inducida por ET-1 y los tres compuestos resultaron ser eficaces en unas concentraciones
entre 107 y 10 M. Conociendo la composicién de la mezcla polifenélica utilizada, de
los tres compuestos estudiados, la epicatequina es el Unico que a la concentracion que
tedricamente alcanzaria en plasma tiene efectos beneficiosos.

El efecto de la ET-1 se observo a partir de las 4 horas de incubacion, incluso
cuando la ET-1 estuvo ausente durante la curva a fenilefrina o Ach. De manera similar,
los RWPs estuvieron presentes durante la exposicion a ET-1 pero ausentes durante las
pruebas de funcién endotelial. Estos cambios lentos y persistentes inducidos por la ET-1
son acordes con los cambios en la expresion génica de los sistemas generadores de O,
como las subunidades de la NADPH oxidasa.

El exceso en la generacion de O, esté criticamente involucrado con la inactivacion

de NO asociada a la disfuncién endotelial en anillos aérticos de ratas DOCA-sal
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(Galisteo et al., 2004b, Li et al., 2003c) y en anillos incubados con ET-1 (Kamta et al.,
2004). En nuestros experimentos, la presencia de SOD en el bafio de 6rganos mejoro la
respuesta relajante inducida por Ach en anillos aorticos expuestos a ET-1. De manera
similar, Kamata et al., (2004) encontraron que la coincubacién de anillos aorticos con
ET-1 y PEG-SOD, un captador de O, permeable a la membrana, previno por completo
el empeoramiento en la relajacion dependiene de endotelio a Ach inducida por ET-1. En
este estudio, la apocinina, que inhibe selectivamente la actividad NADPH oxidasa,
revirtio el empeoramiento en la respuesta relajante a Ach en anillos tratados con ET-1.
Estos resultados muestran un papel critico de la actividad NADPH oxidasa como
moduladora del tono vascular.

Hemos visto que el incremento en la tincion a DHE inducido por ET-1 en las capas
media y adventicia del vaso, donde no se expresa la eNOS, sugiere que la ET-1 activa la
NADPH oxidasa llevando a un incremento en la produccion aértica de O,". De hecho
hemos observado que la ET-1 produce un aumento en la actividad NADPH oxidasa,
efecto que previno la co-incubacion con el inhibidor selectivo de la NADPH oxidasa
apocinina. Los RWPs previnieron tanto el incremento en la produccion vascular de O”
como el incremento en la actividad NADPH oxidasa, medida en ausencia de RWPs, lo
que sugiere una posible interferencia con la expresion de las subunidades de la NADPH
oxidasa. En nuestros experimentos, anillos aorticos incubados durante 4 horas con ET-1
mostraron un incremento en la expresion de p47°"™ pero no en la de p22°". De este
modo, este incremento en la expresion proteica de p47°"™ es acorde con la produccion
aumentada de O, que encontramos en aortas estimuladas con ET-1. La co-incubacién
con RWPs disminuyd los niveles de esta proteina en aortas tratadas con ET-1. Todos
estos resultados sugieren que los RWPs reducen el aumento en la producion de O;”
estimulada por ET-1 disminuyendo la expresién de la subunidad p47°"* de la NADPH
oxidasa vascular. En resultados previos de esta Tesis (efectos sobre los modelos DOCA-
sal y SHR) y en ratas con infusion de Ang Il (Sarr et al., 2006) la mejora de la funcién

endotelial por la administracion crénica de RWPs se asocia a una reduccién en la
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actividad NADPH oxidasa, que es anormalmente alta en estos animales comparado con
los controles normotensos. Nuestros resultados sugieren que la disminucion del O~
derivado de NADPH oxidasa, y por tanto, la disminucién en la inactivacion del NO
pueden ser un mecanismo muy importante de la administracion cronica de RWPs que
contribuya a la prevencion de la disfuncion endotelial mediada por ET-1.

El ERa es una diana fundamental en la accién que tienen en el endotelio los RWPs
(Chapolin et al., 2010). La activacion de ER por 17B-estradiol inhibe la actividad
NADPH oxidasa mediante la regulacion del mRNA y de la expresion proteica de
p47°"* (Sumi et al., 2003). Sin embargo, en nuestros experimentos el antagonista de
ER, ICI 182780, no pudo reducir el efecto protector de los RWPs en la disfuncién
endotelial inducida por ET-1, lo que sugiere que los ERa no estan implicados en este
efecto beneficioso. Algunos RWPs aislados parecen tener efectos agonistas sobre los
PPARy (Liang et al., 2001). Puesto que los ligandos de PPARy reducen la generacion
de O, estimulada por Ang Il en células endoteliales de arteria coronaria humana
(Mehta et al., 2003), podria ser posible que los RWPs previnieran la disfuncion
endotelial activando estos receptores. Sin embargo, el antagonista de PPARy, GW9662,
no alterd los efectos inducidos por RWPs, lo que sugiere que estos efectos protectores
estan desvinculados de la activacion PPARy.

Un paso fundamental provocado por la ET-1 en la pared vascular es la activacion
de la cascada de protein kinasas activadas por mitogeno (MAPKSs) (Foschi et al., 1997,
Daou et al., 2004, Yogi et al., 2007). De las principales MAPKSs, las kinasas reguladas
por sefiales extracelulares (ERK1/2), p38 MAPK vy la proteina kinasa activada por
estrés/c-Jun N-terminal kinasa (SAPK/JNK) son las mejor caracterizadas (Pearson et
al., 2001). Recientemente en este laboratorio, Romero et al., (2010), haciendo uso de la
inhibicién farmacoldgica de estas MAPKSs principales encontraron que solo la
inhibicion de ERK1/2 era capaz de prevenir el incremento tanto de la produccion de O;”

phox

como de la expresion de p47 inducidos por ET-1, no teniendo ningun efecto la

inhibicién de p38MAPK o de JNK. Los vinos tintos inhiben la fosforilacion de ERK1/2
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inducida por el factor de crecimiento derivado de plaquetas en CMLV de rata y
humanas. Este efecto inhibitorio estaba relacionado con la acumulacion de flavonoides
en el vino (Sparwel et al., 2009). En nuestras condiciones experimentales la ET-1
estimula la fosforilacion de ERK1/2 y este efecto fue inhibido por los RWPs, lo que
sugiere que este efecto inhibitorio podria ser responsable, al menos en parte, de la
reduccion en la produccion de O, por la NADPH oxidasa inducida por estos

compuestos en anillos adrticos estimulados con ET-1.
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1.

El tratamiento crénico con una mezcla de polifenoles del vino tinto a la dosis
de 40 mg/Kg/dia por via oral en ratas DOCA-sal, previene el desarrollo de
hipertension y disfuncion endotelial. La mejora de la funcion endotelial se
debe a que los polifenoles del vino tinto disminuyen la actividad del sistema
NADPH oxidasa y/o reducen la liberacion de ET-1 en ratas hipertensas, lo

que conduce a una menor generacion de O,".

El tratamiento cronico con una mezcla de polifenoles del vino tinto a la dosis
de 40 mg/Kg/dia por via oral en SHR ovariectomizadas, disminuye la
hipertension y la disfuncion endotelial. Estos efectos se deben una menor
expresion de las subunidades p22P" y p47°" del sistema NADPH oxidasa,
lo que conduce a una menor generacion de O," y a un aumento de la
biodisponibilidad de NO.

Los polifenoles del vino tinto previenen la disfuncién endotelial originada por
ET-1. Este efecto estd relacionado con la reduccién de la generacion de
radicales O,", mediada por la inhibicion de la sobreexpresion de la subunidad
citos6lica p47°"™, que conduce a una menor actividad NADPH oxidasa. Estos
efectos parecen ser independientes de la activacion de ERa y PPARY y estar

relacionados con la inhibicién de ERK1/2.
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Chronic treatment with a mixture of red wine polyphenolic compounds at a
dose of 40 mg/Kg/day by gavage in DOCA-salt hypertensive rats prevents the
development of hypertension and endothelial dysfunction. The improvement
in endothelial function is due to the ability of red wine polyphenols to
decrease NADPH oxidase activity and/or to reduce ET-1 release in

hypertensive rats, which leads to a lower generation of O,".

Chronic treatment with a mixture of red wine polyphenolic compounds at a
dose of 40 mg/Kg/day, by gavage in ovariectomized SHR rats reduces
hypertension and endothelial dysfunction. These effects are due to a decrease
in NADPH oxidase subunits, p22°"™ and p47°"*, which leads to a reduced

O production and an increase in NO bioactivity.

Red wine polyphenols prevent ET-1-induced endothelial dysfunction. This
effect is related to the reduction of vascular O,  production through down-
regulation of the citosolic subunit p47°"*, which results in reduced NADPH
oxidase activity. These effects seem to be independent of ERa and PPARy
activation and related to ERK1/2 inhibition.
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