Departamento de Bioquimica, Fisiologia y Genética Molecular
Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad Rey Juan Carlos

REGULACION POR PPARy DE LA EXPRESION VASCULAR
DE COX-2 Y LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO EN HIPERTENSION

TESIS DOCTORAL
Angela Martin Cortés

2011






Departamento de Bioquimica, Fisiologia y Genética Molecular
Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad Rey Juan Carlos

MARIA JESUS ALONSO GORDO, Profesora Titular, y RAQUEL HERNANZ MARTIN,
Profesora Contratada Doctor del Departamento de Bioquimica, Fisiologia y Genética
Molecular de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Rey Juan Carlos,

CERTIFICAN:

Que Dfia. ANGELA MARTIN CORTES ha realizado bajo su direccién el trabajo
“Regulacién por PPARy de la expresion vascular de COX-2 y la produccidon de especies
reactivas de oxigeno en hipertension”, como Tesis para alcanzar el grado de Doctor
por la Universidad Rey Juan Carlos.

Y para que conste, expedimos el presente certificado en Madrid a 4 de Octubre de
2011.

Dra. Maria Jesus Alonso Gordo Dra. Raquel Hernanz Martin
Titular de Universidad Profesora Contratada Doctor






Este trabajo ha sido financiado con ayudas del
Instituto de Salud Carlos Il (P1041917), del
Ministerio de Ciencia e Innovacion (SAF 2009
07201), Red Tematica de Enfermedades
Cardiovasculares (RECAVA RD06/0014/0011),
Fundacion Mutua Madrilefia y por una Ayuda
para la Realizacion de Proyectos de
Investigacion de la Universidad Rey Juan Carlos
y la Comunidad de Madrid (URJC-CM2007-BIO-
1423). Angela Martin Cortés es Personal
Docente e Investigador en formacion de la
Universidad Rey Juan Carlos.






Estando siempre dispuestos a ser felices,
es inevitable no serlo alguna vez.

Blaise Pascal

Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzoy
no en el resultado. Un esfuerzo total es una victoria completa.

Mahatma Gandhi






A mi padre






“Lo que con mucho trabajo se adquiere, mds se ama”
Aristoteles

Y asi, la palabra “tesis” llega a su destino después de un largo viaje... que echando la
vista atrds, merecié la pena emprender. Ahora tengo la oportunidad, a todos los que
me habéis acompafiado durante estos afios, de agradeceros la ayuda imprescindible
gue me habéis prestado para hacer realidad este proyecto.

En primer lugar quiero agradecer a la Dra. Maria Jesus Alonso permitirme realizar este
trabajo bajo su direccidn y orientacién, no sélo por sus horas de dedicacidn, su esfuerzo
Y Su apoyo, sino sobre todo, por su carifio. Su capacidad de trabajo y organizacién y la
pasion con la que afronta sus retos han hecho que sea mi referencia permanente.
Gracias por confiar en mi, por escucharme cada vez que lo necesité, por ensefiarme a
dar mis primeros pasos en esto de la investigacion y por hacerme mas facil este viaje...
Gracias, de corazon, por ser una verdadera maestra. A la Dra. Raquel Hernanz, quien
mostro las mismas ganas y tenacidad para sacar esta tesis adelante. Sin su energia,
disciplina, supervisién continuas vy sin su trabajo esta tarea tampoco hubiese llegado a
su fin. Mi reconocimiento también a la Dra. Mercedes Salaices, a quien respeto y
admiro, no solo por el amor que demuestra por su trabajo sino por la virtud que tiene
de contagiarlo. Gracias a su respaldo se puede hacer de este “mundo de la ciencia” un
“mundo de realidades”. Sin sus criticas y sugerencias, sin su espiritu conciliador,
paciencia, consejos y serenidad esta tesis no hubiese sido posible, ni hubiese sido lo
mismo.

Y como un largo camino da para mucho, durante este tiempo he tenido el privilegio de
conocer a otros grandes maestros. Gracias al Dr. Manuel Ros por hacerme un hueco en
su departamento, por hacer frente con eficacia a nuestras necesidades y por hacer
posible que todas las ideas tengan cabida. Al Dr. Antonio Coloma por su continuo
asesoramiento cientifico y por su buen humor. A la Dra. Custodia Garcia por mostrar
siempre ese compromiso con la ciencia, y naturalmente por su inteligencia critica. A la
Dra. Teresa Fernandez, por su generosa ayuda y permanente disponibilidad.

También quiero dar las gracias a tod@s mis compaiier@s, a los que estdn y a los que se
han ido, que han contribuido a lo largo de estos afios a escribir esta parte de mi
historia. A Ana Briones, no sdélo por ser ejemplo de caracter, perseverancia,
determinacién y voluntad firme, sino porque siempre estd dispuesta a escuchar vy
ayudar. A Ana Garcia, porque confié en mi, por esas interminables charlas y por sus
continuas muestras de carino. A Marta, por echarme una mano siempre que lo he
necesitado. A Marisol, Sonia, Maria, Andrea, Laura, Rosa, y a Javito (el chico adoptivo
del L4) por su inestimable apoyo y por hacerme sentir siempre como una mas. A
Amada, por todo su tiempo, por su infinita paciencia a la hora de ensefiar, por nuestras
conversaciones en el cuarto de cultivos. A Franck, Giulia, Karina, Fernanda y Lorena, los
chicos brasilefios, gracias por vuestra eterna sonrisa. A Maite, porque su disposicidon
hace que todo sea mas llevadero, y por su permanente calma. A Ismael, por todo el
tiempo que me ha dedicado, porque desde el primer dia he podido contar con su
inestimable ayuda. Gracias a todos por vuestra amistad. A Carmen, Adriana, Gema, Eva,



Ana, Daniel, Oscar, José Manuel, Miriam, Nuria, Cris, Yurena y Lucia con quienes he
compartido este camino lleno de “docencia”, de emociones y de responsabilidad.
Gracias a todos por compartir vuestras experiencias profesionales y personales, por
darme el impulso y orientacidn necesarios para seguir avanzando, por ayudarme en
tantas ocasiones. No quiero olvidarme de José Antonio y Maria, los chicos del CAT,
gracias también por su ayuda. Y de Johanna y Juanjo, a quienes invito a disfrutar de su
viaje.

Y por ultimo destacar el esfuerzo de mis dos companeros de batallas, con quienes he
trabajado dia a dia y cuya aportacion a esta tesis ha sido imprescindible. A Roberto, por
su paciencia, voluntad y por su implicacién infinita, ah! y por dejar constancia de todas
esas otras virtudes que poseemos cuando dejamos colgadas las batas ;-)... A Vicente,
sin cuyo trabajo esta tesis no seria lo que es. Empezamos casi juntos este camino y
hemos compartido muchas horas y mucho de “nuestras cosas”. Hemos realizado un
trabajo complementario, del que estoy indudablemente orgullosa, y a pesar de
nuestros “ires y venires” tu también ocupas un lugar preferente. Espero haber sabido
conquistar vuestro afecto y carifio.

Me gustaria agradecer la hospitalidad y ayuda que he recibido de la Dra. Ana Fortuno,
el Dr. Guillermo Zalba y sus técnicos, Raquel e ldoia, durante mis estancias por su
laboratorio. Gracias también a todos los que me han prestado los medios necesarios
para desarrollar este trabajo. Al personal del animalario de la UAM y de la URIC,
especialmente a Davinia y Paloma. A Lola, Ana y Susana, las chicas del confocal de la
UAM, por su paciencia. A los informaticos, auxiliares y personal de limpieza por la
imprescindible labor que realizan y a Silvia, nuestra secretaria, no sélo porque su
trabajo nos facilita las cosas, sino por la amabilidad y responsabilidad con que lo lleva a
cabo.

Y fuera del laboratorio también he encontrado estimulos mas que necesarios para
seguir avanzando. Gracias a Beatriz, por ensefiarme a interpretar esos protocolos
interminables... pero, especialmente, por las horas de risas que nos hemos echado. Me
llevo un recuerdo inolvidable. Gracias también a Candi, Paloma, Yoli Aluche, Cris, Yoli
Seg y Beatriz por acompanarme desde mucho antes de emprender esta aventura. A
Cris, por su apoyo continuo y su enorme cariiio. A mi “compafiera de pupitre” Beatriz,
por todo lo que hemos vivido y aprendido juntas durante estos afios. Son tantos los
recuerdos que parte de mi historia ha quedado vinculada intima y profundamente a la
suya. A Osvaldo, quien hizo de las “reconstrucciones tridimensionales” una buena
amistad. Y a Yoli, no sélo porque fue el nexo con esta tesis sino porque es un ejemplo
del buen hacer. Su paciencia, esfuerzo, trabajo, talento, ilusién y sonrisa
inquebrantables hacen que por donde pase, nadie se olvide de ella. Y a todos aquellos
gue, por olvido u omisidon habéis estado conmigo, también sois merecedores de un
carinoso reconocimiento por mi parte.

Y finalmente, pero de todo corazén, gracias a mi familia. A ti papd. Tu ausencia me ha
ensefiado “El camino de las lagrimas”, pero también el del autoconocimiento. Gracias
por ensefarme a disfrutar de lo bueno y a aprender de lo menos bueno pero, sobre
todo, por empujarme siempre a ser feliz jjcuanto te echo de menos!! A ti mam3, por tu



valentia, calor, paciencia, fuerza, sacrificio y amor incondicional (por quererme como
solo una madre sabe hacerlo). A mis hermanos y amigos, Ana y Luis, gracias por vuestro
apoyo y comprension, por estar siempre. A mis sobrinos Miriam, Marcos y Carla, por
hacerme “tia verdadera”, por esos increibles besos, abrazos y sonrisas y por
devolvernos la ilusién. Gracias a mis abuelos, especialmente a mi abuela Lola, mujer
luchadora de quien sigo aprendiendo cada dia. Gracias también a mi “otra familia”, no
menos importante, a mis cufados Fran y Noemi, por hacer felices a quienes quiero. A
José y Juli, por “adoptarme” y prestarme su ayuda desde el primer dia, gracias de
corazén por todo.

Y por ultimo, mi agradecimiento a mi mejor amigo y confidente, a una de las personas
mas importantes de mi vida. Gracias Jose por quererme siempre, pero con mas ahinco,
cuando mas lo he necesitado, por “aguantarme” todos estos afios, por apoyarme y por
comprenderme. Espero tener un buen camino, pero mas aun, espero que siempre
estés acompanandome. Soy afortunada por todo este tiempo que me has regalado
demostrandome siempre tu amor incondicional. Te quiero profundamente.

Y es que la serenidad y madurez, que solo el paso del tiempo nos brinda, me ha llevado
a la conviccion de que aunque el éxito no puede asegurarse eternamente si avanzamos
con confianza e ilusion, nuestros suefios estardn cada vez mds cerca...

Muchas gracias a todos por vuestra comparfiia en este apasionante viaje,
Angela






INDICE






INDICE

ABREVIATURAS 25
RESUMEN 31
INTRODUCCION 37
1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PARED ARTERIAL 38
1.1. CAPAS DE LA PARED ARTERIAL 38
1.2. MATRIZ EXTRACELULAR 40
2. MEDIADORES QUE REGULAN EL TONO VASCULAR 40
2.1. OXIDO NITRICO 44
2.2. PROSTANOIDES 47
2.3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO 51
2.3.1. Anidn superodxido 54
2.3.2. Peroxido de hidrégeno 58
2.3.3. Radical hidroxilo 60
2.3.4. Peroxinitrito 60
2.4. OTROS MEDIADORES 61
2.4.1. Sistema renina-angiotensina 61
2.4.2. Factor hiperpolarizante derivado de endotelio 63
2.4.3. Endotelina 64
2.4.4. Citoquinas 66
3. LA HIPERTENSION ARTERIAL 67
3.1. LA HIPERTENSION COMO ENFERMEDAD INFLAMATORIA 68
3.2. CAMBIOS ESTRUCTURALES, MECANICOS Y FUNCIONALES VASCULARES
ASOCIADOS CON LA HIPERTENSION 69
3.3. ALTERACIONES CON LA HIPERTENSION EN LA ViA DE LA NOS 72
3.4. ALTERACIONES CON LA HIPERTENSION EN LA ViA DE LA COX 72
3.5. ALTERACIONES CON LA HIPERTENSION EN LA PRODUCCION DE ROS 74

4. RECEPTORES ACTIVADORES DE LA PROLIFERACION DE PEROXISOMAS_ 78

4.1. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR RECEPTORES PPAR 79
4.1.1. Activacion génica dependiente de ligando 79
4.1.2. Represion génica dependiente de ligando 80
4.1.3. Represidn génica independiente de ligando 83

4.2. PPARy 84
4.2.1. Efectos metabdlicos 85
4.2.2. Efectos antiinflamatorios 87
4.2.3. PPARy y COX-2 90
4.2.4. PPARYy e hipertension 91

4.3. PPARa 94

4.4. PPARB/S 96

OBJETIVOS 99




Angela Martin Cortés. TESIS DOCTORAL

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

2. MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL

3. CULTIVOS DE CELULAS MUSCULARES LISAS

3.1. OBTENCION DE LAS CMLV

3.2. CRECIMIENTO DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CMLV

3.3. CARACTERIZACION DE LAS CMLV

3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN CMLV

4. CULTIVO DE FIBROBLASTOS ADVENTICIALES

4.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN FIBROBLASTOS ADVENTICIALES

5. MIOGRAFIA DE PERFUSION

5.1. CALCULOS DE LOS PARAMETROS ESTRUCTURALES Y MECANICOS

5.2. ESTUDIO POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE LA DISTRIBUCION
NUCLEAR

6. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR

6.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

7. OBTENCION DE EXTRACTOS NUCLEARES Y CITOPLASMATICOS

8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS

9. TRANSFECCION CON ARN DE INTERFERENCIA ESPECIFICO PARA
PPARy DE CULTIVOS DE CMLV DE SHR

10. CUANTIFICACION DEL ARNm

11. INMUNOFLUORESCENCIA

12. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO

12.1. MEDIDA DE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO POR LA
ACTIVIDAD NAD(P)H OXIDASA EN CULTIVOS DE CMLV

13. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE H,0,

14. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE PROSTANOIDES E
ISOPROSTANOS

15. MEDIDA DE LA PRODUCCION DE MALONDIALDEHIDO EN PLASMA __

16. EXPRESION DE LOS DATOS Y ESTADISTICA

17. SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS

105
105
107
107
107
108
109
110

111
112

112
113

115

116
117

118

119

122

123

125

126

128

128

130

131

132

133



INDICE

RESULTADOS

1. TRATAMIENTO AGUDO CON AGONISTAS PPARy DE CELULAS
MUSCULARES LISAS VASCULARES DE RATAS NORMOTENSAS E
HIPERTENSAS

1.1. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

1.2. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

1.2.1. Efecto de IL-1PB sobre la expresion de NOX-1

1.2.2. Efecto de IL-1B sobre la actividad NAD(P)H oxidasa

1.2.3. Efecto de IL-1B sobre la produccion de O,

1.2.4. Efecto de IL-1B sobre la produccion de H,0,

1.3. PARTICIPACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN EL
EFECTO DE IL-13 SOBRE COX-2

1.4. EFECTO DE H,0, SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

1.5. PARTICIPACION DE NF-kB EN LA EXPRESION DE COX-2

1.6. EFECTO DE LA ACTIVACION DE PPARa SOBRE LA EXPRESION DE COX-2
INDUCIDA POR IL-1P

1.7. EFECTO DE LA ACTIVACION DE PPARy SOBRE LA EXPRESION DE COX-2
INDUCIDA POR IL-1f3

1.7.1. Efecto del silenciamiento con siRNA de PPARy sobre la
expresion de ARNm de PPARy inducida por IL-1f

1.7.2. Efecto del silenciamiento con siRNA de PPARy sobre la
expresion de ARNm de COX-2 inducida por IL-13

1.7.3. Efecto de los agonistas PPARy sobre la expresion de COX-2

1.8. EFECTO DE LOS AGONISTAS PPARy SOBRE LA PRODUCCION DE ROS
INDUCIDA POR IL-1

1.8.1. Efecto de pioglitazona sobre la expresion de NOX-1 inducida

por IL-1
1.8.2. Efecto de pioglitazona sobre la actividad NAD(P)H oxidasa

inducida por IL-1(3
1.8.3. Efecto de pioglitazona sobre la producciéon de O, inducida

por IL-1
1.8.4. Efecto de pioglitazona sobre la produccion de H,0, inducida
por IL-1

1.9. EFECTO DE LOS AGONISTAS PPARy SOBRE LA EXPRESION DE COX-2
INDUCIDA POR H,0,

1.10. EFECTO DE LOS AGONISTAS PPARy EN LA ACTIVACION DE NF-kB

2. TRATAMIENTO CRONICO DE RATAS SHR CON PIOGLITAZONA

2.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PRESION
ARTERIAL

2.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE EL
REMODELADO Y RIGIDEZ VASCULAR DE LAS ARTERIAS MESENTERICAS
DE RESISTENCIA

2.2.1. Estructura

2.2.2. Mecanica

139

139
139

140
140
140
142
143
144
147
148
151
152
154

155
156

157

157

158

159

160

161
161

163

163

164

164
166



Angela Martin Cortés. TESIS DOCTORAL

2.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LAS
RESPUESTAS VASCULARES

2.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA

PARTICIPACION DE DERIVADOS DE COX-2 EN LA RESPUESTA VASCULAR A

FENILEFRINA

2.4.1. Expresion y localizacién vascular de COX-2

2.4.2. Participacion de COX-2 en la respuesta vascular a fenilefrina

2.4.3. Identificacién de los prostanoides implicados en el efecto del
tratamiento con pioglitazona sobre la respuesta vascular a
fenilefrina

2.4.3.1. Participacion de los receptores EP./EP3

2.4.3.2. Participacion del receptor TP

2.4.3.3. Participacion de tromboxano

2.4.3.4. Medida de los niveles de PGF,, y 8-isoprostano
2.4.3.5. Participacion de prostaciclina

2.4.3.6. Papel del endotelio

2.5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA

PARTICIPACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA RESPUESTA

VASCULAR A FENILEFRINA

2.5.1. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la expresion
vascular de NOX-1

2.5.2. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la produccion de
0," y de malondialdehido

2.5.3. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la expresion
vascular de SOD y catalasa

2.6. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA
PARTICIPACION DE OXIDO NITRICO EN LA RESPUESTA VASCULAR A
FENILEFRINA

2.6.1. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la expresion de
eNOS

2.7. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA EXPRESION
VASCULAR DE PPAR

DISCUSION

1. TRATAMIENTO AGUDO CON AGONISTAS PPARy DE CELULAS
DE MUSCULO LISO VASCULAR DE RATAS NORMOTENSAS
E HIPERTENSAS

1.1. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

1.2. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS
DE OXiIGENO

1.3. PARTICIPACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN EL
EFECTO DE IL-13 SOBRE COX-2

1.4. PARTICIPACION DE NF-kB EN EL EFECTO DE IL-1B Y H,0, SOBRE
COX-2

1.5. MODULACION DE LA EXPRESION DE COX-2 POR PPAR EN CMLV
DE RATAS WKY Y SHR

167

168
168
170

171
171
172
173
174
175
180
182
185
185

187

188

190

190

195

195
195

197

199

201

203



INDICE

1.5.1. Efecto de los agonistas PPARa y PPARy sobre la expresion

de COX-2 inducida por IL-1p 204
1.5.2. Efecto del agonista PPARYy pioglitazona sobre la produccion
de ROS inducida por IL-1 207
1.5.3. Efecto de pioglitazona en la sefializacion NF-kB 208
2. TRATAMIENTO CRONICO DE RATAS SHR CON PIOGLITAZONA 211
2.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PRESION
ARTERIAL 211

2.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE EL
REMODELADO Y RIGIDEZ VASCULAR DE LAS ARTERIAS MESENTERICAS

DE RESISTENCIA 213
2.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LAS
RESPUESTAS VASOCONSTRICTORAS 214

2.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA

PARTICIPACION DE DERIVADOS DE COX-2 EN LA RESPUESTA

VASCULAR A FENILEFRINA 216
2.5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA

PARTICIPACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA

RESPUESTA VASCULAR A FENILEFRINA 225
2.6. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA

PARTICIPACION DE OXIDO NiTRICO EN LA RESPUESTA VASCULAR

A FENILEFRINA 228
CONCLUSIONES 235
BIBLIOGRAFIA 239
ANEXO 275

ARTICULO 1: Martin A, Pérez-Girén JV, Hernanz R, Palacios R, Briones AM,
Fortufio A, Zalba G, Salaices M, Alonso MJ. PPARy activation reduces COX-2
expression in vascular smooth muscle cells from hypertensive ratas by
interfering with oxidative stress. J Hypertens. En revision.

ARTICULO 2: Hernanz R, Martin A, Pérez-Girdn JV, Palacios R, Briones AM,
Miguel M, Salaices M, Alonso MJ. Pioglitazone treatment increases COX-2
derived PGI, production and reduces oxidative stress in hypertensive rats.
Role on vascular function. Br J Pharmacol. En revision.






ABREVIATURAS






ABREVIATURAS

[Ca2+]i: concentracion de calcio libre intracelular
15d-PGJ,: 15-deoxi-delta-12,14-prostaglandina J,
AA: acido araquiddnico

AC: adenilato ciclasa

ADN: acido desoxirribonucleico

AMPc: adenosin monofostafo ciclico

AMR: arterias mesentéricas de resistencia

Ang |l: angiotensina Il

AP-1: proteina activadora-1

Apo: apolipoproteina

ARNm: acido ribonucleico mensajero

BH,: tetrahidrobiopterina

C/EBP: proteina de union a la secuencia enhancer CCAAT
CaM: calmodulina

Cay: canales de Ca?* dependientes de voltaje
CBP: proteina de union a CREB

CE: célula endotelial

CML: células musculares lisas

CMLV: células musculares lisas vasculares

COX: ciclooxigenasa

CPT: carnitina palmitoil transferasa

CRE: elemento de respuesta a AMP ciclico
CREB: proteina de union a CRE

Cu/Zn-SOD: cobre/zinc-superdxido dismutasa
DAG: diacilglicerol

DBD: dominio de unién a ADN

DCF: diclorofluoresceina

DHA: acido docosahexaenoico

DHE: dihidroetidio

DPI: yoduro de difenileno

ECA: enzima convertidora de angiotensina

ECE: enzima convertidora de endotelina
EC-SOD: extracelular-superdxido dismutasa
EDHF: factor hiperpolarizante derivado de endotelio
EDRF: factor relajante derivado de endotelio
EET: acido epoxieicosatrienoico

EGF: factor de crecimiento epidérmico

EMEA: agencia europea de medicamentos
eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial

EPA: icido eicosapentaenoico

ERK: proteina quinasa activada por sefiales extracelulares
ET: endotelina

FAD: flavin adenin dinucledtido

FMN: flavin mononucledtido

GCs: guanilato ciclasa soluble

GMPc: guanosin monofosfato ciclico

GPx: glutation peroxidasa

25



Angela Martin Cortés. TESIS DOCTORAL

H,0,: perdxido de hidrégeno o agua oxigenada
HDL: lipoproteina de alta densidad

HETE: acido hidroxieicosatetraenoico

HIF-1: factor inducido por hipoxia-1

HODE: hidroxioctadecadienoico

ICAM: molécula de adhesion celular inducible
IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina-1
IKK: quinasa del inhibidor de NF-kB

IL: interleuquina

INF-y: interferén-y

iNOS: éxido nitrico sintasa inducible

IPs: inositol 1,4,5-trifosfato

IkB: inhibidor de NF-«B

JNK: proteina quinasa del extremo N terminal de c-jun
Katp: canales de K* sensibles a ATP

Kca: canales de K™ dependientes de Ca**

KHS: solucién Krebs-Henseleit

Ky: canales de K" dependientes de voltaje

L-Arg: L-arginina

LBD: dominio de unidn a ligando

LDL: lipoproteina de baja densidad

LEE: lamina elastica externa

LEl: [Amina eldstica interna

LPL: lipoproteina lipasa

LPS: lipopolisacarido bacteriano

LTB4: leucotrieno By

MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos
MCP-1: proteina quimioatractiva de monocitos-1
MDA: malondialdehido

MLC,o: cadena ligera de la miosina

MLCK: quinasa de la cadena ligera de la miosina
MLCP: fosfatasa de la cadena ligera de la miosina
MMP: metaloproteinasa de matriz

Mn-SOD: manganeso-superoxido dismutasa
NAC: N-acetil cisteina

NAD(P)H: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NCoR: correpresor nuclear

NFAT: factor nuclear de linfocitos T activados
NF-kB: factor nuclear activador de la transcripcién de la cadena ligera k de linfocitos B
nNOS: 6xido nitrico sintasa neuronal

NO: éxido nitrico

NOS: éxido nitrico sintasa

O, ": anién superdxido

OH': radical hidroxilo

ONOQO'": peroxinitrito

PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno
PBP: proteina de unidn a PPAR
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PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PGC-1: coactivador del receptor activador de la proliferacién de peroxisomas gamma-1

PGD,: prostaglandina D,

PGE;: prostaglandina E;

PGF,,: prostaglandina Fyq

PGG,: prostaglandina G,

PGH,: prostaglanina H,

PGHS: prostaglandina endoperdéxido H sintasa

PGI;: prostaglandina I, o prostaciclina

PI3K: fosfatidil inositol 3 quinasa

PIP,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PKA: proteinas quinasas dependientes de AMPc

PKC: proteina quinasa C

PKG: proteinas quinasas dependientes de GMPc

PLA,: fosfolipasa A,

PLC: fosfolipasa C

PMA: 12-miristato 13-acetato forbol

PMCA: Ca**-ATPasa de la membrana plasmética

PPAR: receptor activador de la proliferaciéon de peroxisomas
PPRE: elemento de respuesta a PPAR

ROS: especies reactivas de oxigeno

RS: reticulo sarcoplasmico

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real
RXR: receptor X del acido cis-retinoico

SERCA: Ca**-ATPasa de la membrana del reticulo sarcoplasmico
SHR: rata espontaneamente hipertensa

SMRT: mediador-silenciador de los receptores de retinoide y hormona tiroidea
SOD: superdxido dismutasa

SP-SHR: stroke prone-SHR

SRA: sistema renina-angiotensina

SRC-1: receptor coactivador esteroideo-1

STAT: proteina transductora de sefial y activadora de la transcripcion
TBP: proteina de union a TATA

TGF-B: factor de crecimiento tumoral-

TNF-a: factor de necrosis tumoral-a

TXA,: tromboxano A,

TZD: tiazolidinediona

VCAM: molécula de adhesién celular vascular

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

VLDL: lipoproteina de muy baja densidad

WKY: rata Wistar-Kyoto

XO: xantina oxidasa
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La hipertension arterial se considera la enfermedad cardiovascular mas extendida, con
una prevalencia que oscila entre el 20 y el 30% de la poblacién adulta en los paises
industrializados. Es uno de los factores de riesgo mas importantes tanto en la
enfermedad coronaria como en los accidentes cerebrovasculares. En los ultimos anos la
hipertension se ha considerado una enfermedad inflamatoria crénica, habiéndose
descrito elevados niveles de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina-1f (IL-
1B), de mediadores proinflamatorios circulantes como la angiotensina Il y de especies
reactivas de oxigeno (ROS), asi como alteraciones en la actividad de factores de
transcripcion redox-sensibles como el factor nuclear activador de la transcripcion de la
cadena ligera k de linfocitos B (NF-kB) implicados en la expresion de citoquinas y de
enzimas proinflamatorias como la isoforma inducible de la ciclooxigenasa (COX-2).
Todo ello podria estar implicado en las alteraciones vasculares, tanto funcionales como
estructurales, que acompafian a esta enfermedad. Por otra parte, se ha especulado que
la expresion de los receptores nucleares activadores de la proliferacion de peroxisomas
(PPAR), con efectos cardioprotectores y antiinflamatorios, puede estar disminuida en
vasos sanguineos de animales hipertensos, lo que contribuiria al aumento en la
proliferaciéon, migracion, inflamacion y fibrosis caracteristicas de esta patologia. Las
acciones antiinflamatorias de la activacion de estos receptores pueden llevarse a cabo a
través de la reduccion del estrés oxidativo y de la activacion de factores de
transcripcion proinflamatorios implicados en la expresion de COX-2. Asi, los PPAR son
dianas clave en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento

antihipertensivo.

El objetivo general de este trabajo ha sido analizar la modulaciéon por PPARy de la
expresion de COX-2 y del estrés oxidativo asi como su papel en las alteraciones
vasculares asociadas a la hipertension. Para ello, se han utilizado: 1) cultivos celulares
primarios obtenidos de células de musculo liso vascular (CMLV) de aorta de ratas
normotensas Wistar-Kyoto (WKY) y espontaneamente hipertensas (SHR) estimulados
con la citoquina proinflamatoria IL-1B en ausencia y en presencia de agonistas PPARy y
2) segmentos de la tercera rama de la arteria mesentérica de ratas WKY y SHR tratadas

o no con el agonista PPARy pioglitazona.
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Los principales hallazgos han sido:

1) La exposicién de CMLV a IL-1B incrementa la expresién de COX-2, siendo este efecto

mayor en células de SHR.

2) El aumento en la expresidn y actividad de la NAD(P)H oxidasa y en la produccion de
O, contribuye a la induccién de COX-2 por IL-1B en células de ambas cepas. En células
de SHR, pero no de WKY, la exposicién a IL-1B aumenta la producciéon de H,0,, que
también participa en la induccién de COX-2. Esto puede explicar la mayor induccién de

la expresién de COX-2 por IL-1B observada en SHR.

3) En cultivos celulares de SHR, IL-13 aumenta la expresion nuclear de la subunidad de
NF-kB p65 asi como la expresion de p-IKK, por mecanismos dependientes de ROS. Este
factor de transcripcion participa en la expresién de COX-2 inducida tanto por IL-1B

como por H,0,.

4) La activacion de PPARy reduce la expresion de COX-2 inducida por IL-1B8 por
disminuir los niveles de ROS debido a la reduccién de la expresion de NOX-1 y de la
actividad de la NAD(P)H oxidasa, asi como por reducir la activacion del factor redox-

sensible NF-kB.

5) El tratamiento de ratas SHR con pioglitazona no modifica la presion arterial ni las

alteraciones estructurales y mecdanicas observadas en AMR de ratas SHR.

6) El tratamiento de ratas SHR con pioglitazona no modifica la respuesta a fenilefrina.
Sin embargo, dicho tratamiento aumenta la produccién endotelial de PGl,, como
consecuencia del aumento de la expresién de COX-2, asi como su participacién en la
respuesta a fenilefrina actuando a través del receptor TP. Ademas, pioglitazona reduce
la expresién de NOX-1 y aumenta los niveles de la enzima detoxificante catalasa,
reduciendo la produccién de ROS vy su participacion en la respuesta a fenilefrina, al
tiempo que aumenta el papel de NO en dicha respuesta y mejora la disfuncion

endotelial observada en SHR.

7) El tratamiento con pioglitazona incrementa los niveles de PPARy reducidos en SHR.
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En conclusion, los resultados de este trabajo aportan nuevos datos sobre las
alteraciones que se observan con la hipertension, los mecanismos implicados en las
mismas y su modulacién por agonistas PPARy. La reduccién del estrés oxidativo, que
puede incrementar la biodisponibilidad del NO, asi como el efecto sobre la expresion
de COX-2 puede también contribuir a las acciones protectoras de las glitazonas
ampliamente descritas en varias patologias cardiovasculares. Aunque en nuestras
condiciones experimentales PGl, actla como vasoconstrictor, niveles incrementados de
este prostanoide serian beneficiosos puesto que ejerce un papel cardioprotector
importante a través de la inhibiciéon de la adhesidn y agregacion plaquetaria y por sus
efectos pleiotrépicos sobre el musculo liso vascular. Estudios adicionales son necesarios
para evaluar las potenciales implicaciones de dichos agonistas en pacientes

hipertensos.
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La hipertension arterial se caracteriza por un incremento de la resistencia vascular
periférica asociado con alteraciones vasculares estructurales, mecanicas y funcionales,
lo que contribuye al aumento del riesgo de accidentes cardiovasculares (Marchesi y
cols., 2008; Paravicini y Touyz, 2008). En los ultimos afios la hipertensidn se ha definido
como una enfermedad de naturaleza inflamatoria, con niveles incrementados de
citoquinas circulantes (Sanz-Rosa y cols., 2005) y mediadores proinflamatorios como
angiotensina Il (Ang 1) (Ruiz-Ortega y cols., 2006), asi como una elevada expresion y
actividad de enzimas proinflamatorias como la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Alvarez y cols.,
2007; Jaimes y cols., 2008). Asociado a este estado proinflamatorio se encuentra un
incremento en el estrés oxidativo plasmatico y vascular (Paravicini y Touyz, 2008). El
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) es responsable de la
activacion de factores de transcripcion como el factor nuclear activador de la
transcripcion de la cadena ligera k de linfocitos B (NF-kB) (Bowie y O’Neill, 2000;
Beswick y cols., 2001b), implicado en la induccion de la expresion de citoquinas como
interleuquina-1B (IL-1B) y de enzimas como COX-2, importantes mediadores de la
respuesta inflamatoria (Tsatsanis y cols., 2006). Todo ello puede contribuir a las

alteraciones vasculares estructurales y funcionales observadas en esta patologia.

Los receptores activadores de la proliferacion de peroxisomas (PPAR) son receptores
nucleares que se expresan en los distintos tipos celulares de la pared vascular y cuya
actividad cardioprotectora y antiinflamatoria esta ganando cada vez mas relevancia. En
este sentido, los PPAR son capaces de reducir el estrés oxidativo (Sung y cols., 2006) y
antagonizar las rutas de activacion de factores de transcripciéon proinflamatorios
implicados en la expresidn y liberacién de citoquinas (Ricote y cols., 1999) o en la

expresion de COX-2 (Cuzzocrea y cols., 2004).

En esta introduccion se hara una revision de los diferentes mecanismos que regulan el
tono vascular, las alteraciones vasculares observadas con la hipertension y los factores
implicados en dichas alteraciones, asi como el papel que desempenan los PPAR en la

regulacién de la respuesta inflamatoria vascular.
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1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PARED ARTERIAL

La pared de los vasos esta formada por tres capas concéntricas bien diferenciadas tanto
a nivel estructural como funcional. Desde la luz hasta el exterior del vaso se distinguen
la capa interna o intima, la capa central o media y una capa mas externa denominada
adventicia. La ldmina eldstica interna (LEl) separa la capa interna de la media, y la
[amina elastica externa (LEE) separa la capa media de la adventicia (Rhodin, 1980) (Fig.
1). Cada capa de células se encuentra embebida en la matriz extracelular que sirve de
soporte y de comunicacion entre las células. Entre las funciones que poseen los
componentes de la pared arterial tenemos la de soporte mecanico, actividad
vasomotora, funcion metabdlica e interaccion con los elementos de la sangre. La
regulaciéon del tono vasomotor se lleva a cabo por la capacidad de las distintas
estructuras del vaso de regular el crecimiento de las células del musculo liso, los
procesos de agregacion plaquetaria y coagulacién, la permeabilidad o las interacciones

de los leucocitos con la pared vascular.

\fasa vasorum —

Lamina elastica externa : \. / Nervio

Adventicia

\ 3 :

9 LY Mosculo liso

ﬁ Lamina elastica
interna

Tejido conectivo
subendotelial

Lamina basal variable
del endotelio

Luz
Endotelio de la tinica intima

*TUnica intima

Tlnica media

;Tunica adventicia

Fig. 1: Esquema representativo de la estructura de la pared arterial.
1.1. CAPAS DE LA PARED ARTERIAL

- La capa intima, que se encuentra en contacto directo con la sangre circulante, esta

formada por una monocapa de células endoteliales que descansa sobre una membrana
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basal rica en colageno, fibronectina, laminina y proteoglicanos (Newby, 2005). A su vez,
la membrana basal descansa sobre la LEl, muy fina y fenestrada (Briones y cols., 2003).
Las células endoteliales se encuentran unidas entre si mediante uniones estrechas,
ocluyentes y uniones tipo gap (Telo y cols., 1997) y proporcionan al vaso una capa de
revestimiento y una barrera parcialmente selectiva que le permite actuar como
receptor y transmisor de senales entre la sangre y el resto de células de la pared

vascular (Michiels, 2003).

Desde que en 1980 Furchgott y Zawadzki demostraran que la relajaciéon vascular
inducida por acetilcolina era dependiente de endotelio, y que este efecto estaba
mediado por la liberacion desde el endotelio de un factor Iabil al que se denomind
factor relajante derivado de endotelio (EDRF), identificado posteriormente como 6xido
nitrico (NO) (Ignarro y cols., 1988), se dejé de pensar en estas células como una simple
barrera fisica entre la sangre y la musculatura vascular. La capa endotelial regula el
intercambio de sustancias con los tejidos subyacentes y lleva a cabo una intensa
actividad metabdlica que ejerce una influencia significativa sobre el tono vascular a

través de la liberacion de factores tanto vasodilatadores como vasoconstrictores.

- La capa media estd formada por células musculares lisas (CML), que contienen

filamentos finos de actina y gruesos de miosina y se encuentran embebidas en una
matriz extracelular constituida fundamentalmente por fibras de elastina y colageno
incluidas en un gel compuesto por proteoglicanos, acido hialurdnico, glucoproteinas y

agua (Rhodin, 1980).

La capa media es la encargada de la actividad vasomotora del vaso. La presencia de
uniones tipo gap entre las CML asegura una unidad funcional y facilita la coordinacién
de la contraccion (Lagaud y cols., 2002). Estas CML mantienen, ademas, contacto con

las células endoteliales a través de las fenestras de la LEI (Rhodin, 1980).

- La capa adventicia es la capa mas alejada de la luz del vaso. Estd formada por

fibroblastos, mastocitos y haces de coldgeno, asi como por una red laxa de fibras
eldsticas. La pared de las arterias eldsticas mayores son demasiado gruesas para ser

nutridas por difusiéon desde la luz vascular, por lo que estas arterias poseen una

39



Angela Martin Cortés. TESIS DOCTORAL

microvascularizacién propia llamada vasa vasorum. Funcionalmente la adventicia aisla
el vaso de otros tejidos y proporciona, ademas, el soporte de terminaciones nerviosas
que penetran en la pared vascular. Recientemente se ha sugerido que esta capa podria
jugar un papel importante en la patogenia de algunas enfermedades cardiovasculares
como la aterosclerosis (Yamashita y cols., 2008) y la hipertension (Arribas y cols., 1997;

Li y cols., 2006).

1.2. MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular, ademas de su funcién estructural como soporte de las células de
la pared del vaso, esta implicada en la mecanica y en la funcidn vascular al conferir las
propiedades de elasticidad y de resistencia al estiramiento, participar en la hidratacién,
filtracion de iones e interaccién con las células y proporcionar factores de crecimiento.
Sus componentes son sintetizados por los tres tipos celulares vasculares. Las proteinas
mas importantes de la matriz son el coldgeno y la elastina y en menor proporcion se
encuentran proteoglicanos, glucoproteinas e integrinas. La elastina dota de elasticidad
al vaso, mientras que el coldageno permite a la pared vascular mantener la forma a
pesar de la presién intraluminal ejercida por la sangre, por lo que la matriz es un
componente importante en la distensibilidad vascular (Rhodin, 1980). A lo largo de la
vida adulta, la pared del vaso esta expuesta a multiples factores que pueden dafiar la
matriz extracelular como la deposicién de lipidos, hipoxia, secrecion de enzimas,
produccién de radicales libres y elevacion de la presiéon arterial. En respuesta a estos
factores, las CML pueden sintetizar moléculas de la matriz extracelular e inhibidores de
las enzimas que las degradan, cambiando su composicidén y su organizacién. Esta nueva
matriz no es tan adecuada funcionalmente como la sintetizada durante la etapa fetal,

alterandose la funcién vascular normal (Jacob, 2003).

2. MEDIADORES QUE REGULAN EL TONO VASCULAR

La regulacién de la actividad contractil de las células musculares lisas vasculares (CMLV)
en la circulacion sistémica depende de una compleja interrelacion entre estimulos
vasodilatadores y vasoconstrictores como hormonas, neurotransmisores, factores

derivados de endotelio y cambios de presién sanguinea.
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El principal determinante de la contractilidad del musculo liso vascular es Ia
concentraciéon de Ca® libre intracelular ([Ca*']i). Tanto la entrada de Ca** desde el
espacio extracelular como su salida desde los depdsitos intracelulares promueven el
aumento en la [Ca*']i, siendo diversos los mecanismos gue originan este aumento. Asi,
la activacién de receptores acoplados a proteinas G por agonistas de naturaleza
contractil promueve la activacion de la fosfolipasa C (PLC) que genera diacilglicerol
(DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,). El
DAG estimula la proteina quinasa C (PKC), que participa, entre otros procesos, en la
sensibilizacién al calcio de la maquinaria contractil, mientras que el IP; promueve la
liberacién de Ca** desde el reticulo sarcoplasmico (RS) por activacién del receptor IP;
de la membrana del reticulo. Por otra parte, los canales de Ca?* dependientes de
voltaje (Ca,) que se activan por despolarizacidon de la membrana, asi como los canales
de Ca® acoplados a receptores, también van a contribuir al incremento de [Ca®"]i
(Webb, 2003). Cuando los niveles de Ca®" intracelular aumentan, éste se une a la
calmodulina (CaM); el complejo Ca**-CaM se une a la subunidad catalitica de la quinasa
de la cadena ligera de la miosina (MLCK), que se encuentra en forma inactiva,
formando asi un complejo enzimatico (complejo Ca2+—CaM—MLCK) que cataliza la
transferencia de grupos fosfato a la cadena ligera de la miosina (MLCy). Esto
incrementa la actividad ATPasa de la miosina, la cual interactia con la actina,

induciéndose la contraccién muscular (Webb, 2003; Hirano, 2007) (Fig. 2).

La activacion de los receptores acoplados a proteinas G no sdlo estimula la PLC, sino
que también puede activar la fosfolipasa A, (PLA;) y la biosintesis de prostaglandinas a
partir del acido araquiddnico (AA); ademas, puede activar Rho-quinasas y cascadas de
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK-Ras). La PKC, Rho-quinasa y MAPK
pueden fosforilar directamente la MLC,o, incrementando la actividad ATPasa de la
miosina. Ademas el AA, la PKC y la Rho-quinasa inhiben a la fosfatasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCP), manteniendo de esa forma la fosforilacion de la MLCyq v

consecuentemente la contraccién (Abdel-Latif, 2001) (Fig. 2).
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Fig. 2: Esquema de los mecanismos implicados en la contraccidn y sensibilizacién al calcio de la
maquinaria contrdctil del musculo liso vascular. AA: acido araquiddénico; ADP: adenosin
difosfato; ATP: adenosin trifosfato; CaM: calmodulina; Cay: canales de Ca®' dependientes de
voltaje; CML: célula muscular lisa, DAG: diacilglicerol; IP;: inositol 1,4,5-trifosfato; MAPK:
proteinas quinasas activadas por mitégenos; MLC: cadena ligera de la miosina; MLCK: quinasa
de la cadena ligera de la miosina; MLCP: fosfatasa de la cadena ligera de la miosina; PIP,:
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato; PKC: proteina quinasa C; PLA;: fosfolipasa A,; PLC: fosfolipasa C;
RS: reticulo sarcoplasmico. Adaptado de Abdel-Latif, 2001.

La relajacién tiene lugar cuando disminuye la [Caz+]i como resultado de la eliminacion
del estimulo contractil o por la accidn directa de sustancias que estimulan la inhibicién
de los mecanismos contrdctiles. Esa disminucién se produce por la recaptacion del ca®
intracelular en el reticulo sarcopladsmico mediante la Ca®*-ATPasa (SERCA) y por la salida
de Ca®* al exterior celular a través de la bomba de Ca** (PMCA) o del intercambiador
Na'-Ca®* de la membrana plasmatica. Esta disminucién de la [Ca®']i conlleva la
disociacion del complejo Ca?*-CaM-MLCK. La MLCy-P es desfosforilada por la MLCP
permitiendo que la miosina vuelva a su estado inactivo, produciéndose vasodilatacion
(Webb, 2003; Hirano, 2007). Multiples compuestos van a generar segundos mensajeros
intracelulares, como los nucledtidos ciclicos adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y
guanosin monofosfato ciclico (GMPc), que promueven el inicio de cascadas de
sefalizacidon para producir relajacién. Asi, el AMPc es el principal mediador de la
relajacion inducida por agonistas B-adrenérgicos, mientras que el GMPc media la

relajacion inducida por oéxido nitrico (NO), mondxido de carbono y péptidos
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natriuréticos (Akata, 2007). La activacién de proteinas quinasas dependientes de AMPc
(PKA) y dependientes de GMPc (PKG) promueve, entre otros efectos, la reduccion de la
[Ca®"]i por los siguientes mecanismos: 1) activacidon de la recaptacion de ca® por

depdsitos intracelulares via fosforilacién de la SERCA; 2) incremento de la salida de Ca**

por activacion de la PMCA y del intercambiador Na*-Ca?*; 3) inhicién de la salida de Ca**
del reticulo sarcoplasmico via fosforilacion del receptor IP3 y/o inhibicidn de su sintesis;
4) activacién de canales de K dependientes de ca® (Kca) en algunos lechos vasculares,
lo que produce la hiperpolarizacién de la membrana celular que conduce a una
inhibicion de la entrada de Ca?* desde el espacio extracelular a través de Cay (Marin y
Rodriguez-Martinez, 1997; Akata, 2007). Es mds, se ha sugerido también la posibilidad
de que la PKG pueda directamente fosforilar Cay o las proteinas cercanas a ellos,
reduciendo la capacidad de apertura de los mismos (Akata, 2007). Otro mecanismo
especifico por el cual PKG produce relajacion es por la activaciéon de la MLCP. Por su

parte, la PKA de manera especifica puede inhibir a la PLC, disminuyendo la sintesis de

IP3 y de DAG, e inactivar a la MLCK por fosforilacién (Akata, 2007).

El endotelio vascular participa activamente en la regulacién del tono vascular y de la
resistencia periférica mediante la liberacién de factores vasodilatadores vy
vasoconstrictores en respuesta a estimulos neuronales, humorales, quimicos o
mecdnicos (Le Brocq y cols., 2008), contribuyendo de forma importante al control de la
presion arterial (Vallance y cols., 1989) y a la adaptacién vascular a los cambios del flujo
sanguineo (Bellien y cols., 2008). Para ello, las células endoteliales liberan diversas
sustancias vasoactivas como el NO, prostaciclina (PGl,), prostaglandina E, (PGE,) vy el
factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), que son potentes
vasodilatadores (Félétou y Vanhoutte, 2007), y otras, como el péptido endotelina (ET),
prostanoides como el tromboxano A, (TXA,;) y la prostaglandina F,, (PGF,,) vy los
componentes del sistema renina-angiotensina (SRA), que son vasoconstrictores
(Andresen y cols., 2006). Ademas, las ROS, generadas por las tres capas de la pared
vascular, participan también en la modulacién del tono vascular, produciendo tanto
vasodilatacion como vasoconstriccion en funcion de la especie reactiva de oxigeno y del

lecho vascular (Paravicini y Touyz, 2008). Por otra parte, el endotelio esta implicado en
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la regulacion de la inflamacion local, en los procesos de adhesién celular, en el

remodelado vascular, en la agregacion plaquetaria y en la coagulacién.

A continuacion se comentan los factores endoteliales mas relacionados con este

trabajo.

2.1. OXIDO NITRICO

La estructura de radical libre con un electrén desapareado que tiene el NO le confiere

una elevada reactividad, siendo uno de los mediadores claves de la relajacion vascular.

La 6xido nitrico sintasa (NOS) es la enzima encargada de sintetizar NO y L-citrulina a
partir de L-arginina (L-Arg) y se requieren nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
[NAD(P)H], flavin adenin dinucleétido (FAD), flavin mononucleétido (FMN),
tetrahidrobiopterina (BH;) y calmodulina como cofactores (Marin y Rodriguez-
Martinez, 1997; Andrew y Mayer, 1999) (Fig. 3). En situacidon de déficit de sustrato o
por déficit u oxidaciéon de cofactores como BH,4, esta enzima puede generar anion
superoxido (0,7) (Yoneyama y cols., 2001; Wolin y cols., 2002) o peréxido de hidrégeno
(H,0;) (Matoba y cols.,, 2000). A su vez, la interaccion entre NO y O,  forma

peroxinitrito (ONOQO), una especie altamente reactiva (Nathan, 1997).

Existen 3 isoformas de la enzima NOS que se diferencian en su expresion y actividad.
Dos de ellas se expresan de forma constitutiva, la isoforma NOS endotelial (eNOS),
expresada principalmente en el endotelio vascular y plaquetas, y la isoforma NOS
neuronal (nNOS), expresada fundamentalmente en neuronas del sistema nervioso
central y periférico. La tercera isoforma es la isoforma NOS inducible (iNOS), descrita en
macrofagos, en células endoteliales, neutréfilos y en CML durante estados de
inflamacién o tras la estimulacion con agentes inflamatorios (Marin y Rodriguez-

Martinez, 1997).
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Fig. 3: Esquema de la estructura dominio de NOS mostrando los sitios de unién de cofactores y
sustrato. En la parte inferior se muestra la reaccion de sintesis del éxido nitrico. Arg: arginina;
BH,: tetrahidrobiopterina; CaM: calmodulina; FAD: flavin adenin dinucleétido; Fe: ion hierro;
FMN: flavin mononucledtido; NAD(P)H: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato. Adaptado
de Andrew y Mayer, 1999.

En situacidn fisioldgica es fundamental la liberacion de NO, el cual participa en el
mantenimiento del tono del musculo liso vascular, en la regulacién de la distribucion
del flujo sanguineo en los lechos vasculares y en la regulacién de la resistencia
periférica contribuyendo, de este modo, al control de la presién arterial. Ademas, el NO
tiene propiedades vasoprotectoras y antiaterosclerdticas, ya que inhibe la agregacién y
adhesiéon plaquetaria en la pared vascular (Li y Forstermann, 2000; Moncada y Higgs,

2006).

En el endotelio este mediador es sintetizado por acciéon de la eNOS tanto en
condiciones basales como tras ser activada por diversos agonistas o por el rozamiento
producido por el flujo sanguineo, lo que produce aumento de la [Ca*]i endotelial (Li y
Forstermann, 2000). Asi, se ha demostrado que el NO participa en la relajacién
dependiente de endotelio inducida por bradiquinina (Briones y cols., 2002a) y
acetilcolina (Leung y cols., 2006) en diferentes lechos vasculares. Asimismo, modula las

respuestas vasoconstrictoras inducidas por diferentes agonistas, como fenilefrina
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(Wiggers y cols., 2008), noradrenalina (Xavier y cols., 2004) o H,0, (Rodriguez-Martinez
y cols., 1998).

Una vez sintetizado, el NO difunde a la capa media donde produce vasodilatacion a
través de diferentes mecanismos, dependientes e independientes de GMPc. Por un
lado, el NO activa la guanilato ciclasa soluble (GCs) y la subsiguiente produccién de
GMPc, principal mecanismo intracelular por el que el NO produce relajacién. Este activa
a la PKG que disparara una serie de reacciones de fosforilaciéon que en ultima instancia
provocan la relajacion de las células musculares lisas (Akata, 2007) como consecuencia
de la disminucion de la [Ca?']i y la reduccidn de la sensibilidad al Ca®* de la maquinaria
contrdctil, como ya hemos comentado. Ademas, el NO puede provocar relajacidon por
activar directamente canales de K* provocando asi hiperpolarizacién de la membrana,
que conduce a una inhibicién de la entrada de Ca** del espacio extracelular a través de

Ca, (Marin y Rodriguez-Martinez, 1997; Akata, 2007) (Fig. 4).

Hiperpolarizacion

CML

MLC, -inactiva lca 2+

& RELAJACION /

Fig. 4: Mecanismos de relajacién inducidos por el NO. Ca,: canales de Ca** dependientes de
volaje; CML: célula muscular lisa; GCs: guanilato ciclasa soluble; GMPc: guanosin monofosfato
ciclico; GTP: guanosin trifosfato; IP;: inositol 1,4,5-trifosfato; MLC,,: cadena ligera de la miosina;
MLC-P: cadena ligera de la miosina fosforilada; NO: 6xido nitrico; PKG: proteina quinasa
dependiente de GMPc; SERCA: Ca®*-ATPasa del reticulo sarcopldsmico.
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2.2. PROSTANOIDES

Son una familia de compuestos liposolubles sintetizados en la mayoria de las células del
organismo que actuan como mediadores lipidicos autocrinos y paracrinos. Estan
implicados en la maduracion del dvulo, induccion al parto, generacién de fiebre y
regulacion de la agregacién plaquetaria (Vane y cols., 1998; Smith y Langenbach, 2001).
Ademas, desempefian un papel clave en la regulacién del tono vascular, tanto en
condiciones fisiolégicas como patoldgicas (Wright y cols., 2001). La hidrdlisis de
fosfolipidos de membrana por la PLA, para liberar AA es el paso limitante en la sintesis
de prostanoides. La prostaglandina (PG) endoperdxido H sintasa (PGHS), llamada
también ciclooxigenasa (COX), es la enzima reguladora de la sintesis de prostanoides.
La COX posee dos actividades cataliticas, una ciclooxigenasa, que incorpora dos
moléculas de O, al AA para dar PGG,, y otra peroxidasa, que cataliza la reduccién de
PGG, a PGH,, la cual, por accion de sintasas especificas, da lugar a los distintos
prostanoides (Davidge, 2001) (Fig 5). La produccién de cada uno de los prostanoides
dependera de las sintasas que existan en cada tipo celular. Asi, en las plaguetas se
produce principalmente TXA, mediante la tromboxano sintasa, que causa agregacion
plaquetaria, vasoconstriccion y proliferacion de las células musculares lisas, mientras
gue en el endotelio es la prostaciclina el principal prostanoide sintetizado, que causa
vasodilatacion, ademas de ser un potente antiagregante plaquetario. La disponibilidad
de AAy la actividad de la COX son puntos clave en la produccion de las prostaglandinas.
Los isoprostanos son esteroisdmeros de las prostaglandinas que no requieren COX para
su sintesis, ya que se forman por peroxidacion directa no enzimatica del AA por
radicales libres (Morrow y Roberts, 1997). Existe una relaciéon entre el dafio tisular
provocado por los radicales libres y la sintesis de isoprostanos, productos que tienen un
potente efecto vasoconstrictor, lo que hace pensar que no sean simples marcadores de

peroxidacion lipidica, sino que posean actividades especificas.

Los prostanoides son liberados de las células que los sintetizan a través de
transportadores y ejercen sus efectos por unién a receptores acoplados a proteinas G
especificos (Wright y cols., 2001). Asi, nos encontramos con ocho receptores diferentes

para los distintos prostanoides: TP es el receptor para el TXA,, IP para PGl,, FP para
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PGF,o, DP para PGD, y para PGE; se han caracterizado 4 subtipos de receptores EP (EP;-
EP,4). Todos estos receptores se han clasificado en tres grupos en base a su homologia 'y
a las propiedades atribuidas: 1) IP, DP, EP, y EP4 estan acoplados a proteinas Gs y
conforman el grupo de receptores cuya activacion provoca relajacion muscular
mediante incremento de AMPc por estimulacién de la adenilato ciclasa (AC); 2) EP4, FP
y TP son receptores acoplados a proteinas Gg y van a mediar la activacion de la PLC, lo
que conlleva la liberacién de Ca** de las reservas intracelulares, activacion de la PKC y
contraccion; 3) el receptor EP; esta acoplado a proteina Gi y su activacion inhibe la AC,

disminuyendo los niveles de AMPc y provocando vasoconstriccion (Wright y cols., 2001)

(Fig. 5).

Fosfatidilcolina

PLA, COX

.
AA —» PGG,— PGH,

J

PGF,, TXA,
\
/ / 3 ¥ )
Ly 3 o
Q Q Gs Gs Gi Gq
.S )

P
Gq

o g? @
XC AC Ptc
' ! ! cmL
1 AMPc J AmpPc fcar
l N
RELAJACION CONTRACCION

Fig. 5: Sintesis de prostanoides y mecanismos de sefializacién tras la activacién de sus
receptores. AA: acido araquiddnico; AC: adenilato ciclasa; AMPc: adenosin monofosfato ciclico;
CML: célula muscular lisa; COX: ciclooxigenasa; DP: receptor de PGD,; EP: receptor de PGE,; FP:
receptor de PGF,,; IP: receptor de PGl,; PLA,: fosfolipasa A,; PLC: fosfolipasa C; TP: receptor de
TXA,.

En condiciones fisioldgicas existe un equilibrio entre la sintesis de prostanoides
vasodilatadores y vasoconstrictores, especialmente PGl, y TXA,, que participan en la

modulacion del tono vascular. Sin embargo, en determinadas situaciones patoldgicas
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como por ejemplo hipertensidon, diabetes, isquemia cerebral o envejecimiento, se
produce un aumento en la formacion de prostanoides vasoconstrictores (Davidge,

2001).

Se han descrito 3 isoformas de la COX: COX-1, COX-2 y COX-3, siendo COX-1y COX-2 las
mejor conocidas. Tienen un 60-65% de homologia de secuencia y un peso molecular
aproximado de 70 KDa. COX-1 esta implicada en el mantenimiento de la homeostasis
celular y, aunque es una proteina que se expresa de forma constitutiva en la mayoria
de los tejidos como plaquetas (Smith y Langenbach, 2001), mucosa gastrica (Peskar,
2005), rifiones (Khan y cols., 1998) y en la pared vascular (Briones y cols., 2005b),
también puede ser inducida por estrés mecanico (Doroudi y cols., 2000), o en el caso
del endotelio vascular, por estimulos como el rozamiento del flujo sanguineo (Andresen
y cols., 2006). La expresion de COX-2 se induce en la mayoria de los tejidos, sobre todo
por estimulos inflamatorios, aunque también se encuentra expresada
constitutivamente en determinadas zonas del cerebro (Andresen y cols., 2006), rifidén
(Vane y cols., 1998), tejido gastrointestinal (Zimmermann y cols., 1998), asi como en
células vasculares procedentes de arterias de resistencia (Hernanz y cols., 2003; Briones
y cols., 2005a) y de conductancia (Alvarez y cols., 2007). COX-1 presenta una estructura
caracteristica de genes housekeeping o genes con actividad constitutiva, mientras que
COX-2 es un gen de respuesta temprana, lo que hace que, a diferencia de COX-1,
presente multiples sitios de regulacion. La expresién de COX-2 se regula por multitud
de sustancias como IL-1B, lipopolisacarido bacteriano (LPS), factor de necrosis tumoral-
a (TNF-a), interferén-y (INF-y) (Tsatsanis y cols., 2006), altas concentraciones de
glucosa (Cosentino y cols., 2003), factores de crecimiento como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Tamura y cols., 2006), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y el factor de
crecimiento tumoral-B (TGF-B) (Tsatsanis y cols.,, 2006), o péptidos vasoactivos
circulantes como Ang Il (Alvarez y cols., 2007; Beltran y cols., 2009), bradiquinina (El-
Haroun y cols., 2004) y endotelina-1 (ET-1) (Peng y cols., 2008). Entre los mecanismos
de regulacion de la expresion de COX-2 destacan la activacidn, entre otros, de rutas de
senalizacion dependientes de las MAPK o factores de transcripcion redox-sensibles

como NF-kB, proteina activadora-1 (AP-1), proteina de unién a la secuencia enhancer
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CCAAT (C/EBP) o factor nuclear de linfocitos T activados (NFAT) (Tsatsanis y cols., 2006)
(Fig. 6).
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Fig. 6: Esquema mostrando la multitud de rutas de sefalizacion que regulan la expresion de
COX-2. AMPc: adenosin monofosfato ciclico; Ang II: angiotensina Il; AP-1: proteina activadora-
1; ATF: factor de la activacion de la transcripcion; C/EBP: proteina de unidén a la secuencia
enhancer CCAAT; CRE: elemento de respuesta a AMPc; CREB: proteina de unidon a CRE; EGF:
factor de crecimiento epidérmico; ERK: quinasa regulada por sefiales extracelulares; ET-1:
endotelina-1; GPCR: receptor acoplado a proteinas G; GSK38: glucégeno sintasa quinasa 3p;
IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina-1; IL-18: interleuquina-1B; INF-y: interferén-y;
JNK: quinasa del extremo N terminal de c-jun; MMP: metaloproteinasa de matriz; MyD88: gen
de respuesta primaria de diferenciacion mieloide; NFAT: factor nuclear de linfocitos T
activados; NF-kB: factor nuclear activador de la sintesis de la cadena ligera k de linfocitos B;
PI3K: fosfatidil inositol 3 quinasa; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina quinasa C; PPAR:
receptor activador de la proliferacién de peroxisomas; PPRE: elemento de respuesta a PPAR;
TCF-4: factor de células T-4; TGF-8: factor de crecimiento tumoral-; TLR: receptor toll like;
TRAF-6: factor asociado al receptor de TNF-6; UVB: radiacion ultravioleta B; VEGF: factor de
crecimiento endotelial vascular; Wnt: proteina Wingless; 6-CAT: B-catenina. Adaptado de
Tsatsanis y cols., 2006.

La induccion de la expresién de COX-2 por citoquinas y factores proinflamatorios puede
estar vinculada, ademas, al incremento en el estrés oxidativo. Asi, la relacion entre el
incremento en la producciéon de ROS, la actividad de la NAD(P)H oxidasa, principal

fuente de 0O,” a nivel vascular, y la expresiéon de COX-2 ha sido descrita en
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cardiomiocitos estimulados con LPS (Peng y cols., 2005), en la corteza renal (Jaimes y
cols., 2008) o aortas de ratas hipertensas estimuladas con Ang Il (Alvarez y cols., 2007).
Todo lo anteriormente descrito permite establecer un nexo entre la expresion de esta
isoforma con el estado de inflamacion asociado a diversas patologias vasculares como

hipertension, diabetes o aterosclerosis, entre otras.

Chandrasekharan y cols. (2002) han descrito una tercera isoforma derivada de COX-1, la
COX-3, que se expresa sobre todo en vasos cerebrales (Andresen y cols., 2006). Se ha
sugerido que esta isoforma apareceria en etapas tardias del proceso inflamatorio

(Willoughby y cols., 2000).

2.3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las ROS son moléculas derivadas de oxigeno que se producen como resultado del
metabolismo oxidativo aerobio en practicamente todas las células, incluyendo las que
componen la pared vascular. Entre las ROS encontramos el O,", el H,0,, el radical

hidroxilo (OH) o el ONOO'.

Se caracterizan por presentar electrones desapareados, lo que las dota de alta
reactividad y una vida media muy corta, cualidades que hacen que sean segundos
mensajeros de gran eficacia y participen en multitud de rutas de sefializacion celular
como las activadas por factores de crecimiento y citoquinas (Simon y cols., 1998;
Griendling y cols., 2000). Asi, a concentraciones intracelulares moderadas, las ROS son
clave en las rutas fisioldgicas de senalizacion celular; sin embargo, un aumento en sus
concentraciones podria estar asociado con el desarrollo de diversas patologias
cardiovasculares. De hecho, el papel de las ROS ha ido cobrando cada vez mas
relevancia debido a su participacion en la mayoria de las rutas de seiializacién
intracelular implicadas en el remodelado vascular, los cambios en la reactividad a
agentes vasoconstrictores, la hipertrofia de células de la pared del vaso y la inflamacién
cronica asociada a patologias como la hipertensién (Griendling y cols., 2000; Taniyama
y Griendling, 2003; Pauletto y Rattazzi, 2006; Marchesi y cols., 2008; Paravicini y Touyz,
2008; Harrison y Gongora, 2009) (Fig. 7).
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Fig. 7: Modulacion de la funcidon celular por ROS en enfermedades cardiovasculares. Diversos
estimulos extracelulares producen ROS que activan las células vasculares, alterando la funcién
celular. Estos cambios en el fenotipo contribuyen al inicio y progreso de enfermedades
cardiovasculares. Ang II: angiotensina Il; CE: células endoteliales; CML: célula muscular lisa;
eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial; /L-18: interleuquina-1B; NAD(P)H ox: nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato oxidasa; TNF-a: factor de necrosis tumoral-a; VEGF: factor de
crecimiento endotelial vascular; XO: xantina oxidasa. Adaptado de Taniyama y Griendling, 2003.

Estimulos inflamatorios como IL-1B, TNF-a, LPS o Ang Il activan la produccion de ROS
por distintos mecanismos celulares (Meier y cols., 1989; Rajagopalan y cols., 1996;
Bowie y O’Neill, 2000; Mendes y cols., 2003; Manea y cols., 2010; Briones y cols., 2011).
En dltima instancia, el incremento en la produccién de ROS da lugar a la activacion de
factores de transcripcion proinflamatorios como NF-kB y AP-1 (Bowie y O’Neill, 2000;
Mendes y cols., 2003; Grau y cols., 2004; Lu y Wahl, 2005; Paravicini y Touyz, 2006), y
de MAPKs como JNK, p38 o ERK 1/2 (Lo y cols., 1996; LaPointe e Isenovié¢, 1999), la
proteina transductora de seiial y activadora de la transcripcién (STAT) (Simon y cols.,
1998) o el factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) (Sanchez-Lépez y cols., 2005), ademas
de la expresion de genes proinflamatorios como la molécula de adhesién celular
vascular-1 (VCAM-1) (Marui y cols., 1993; Costanzo y cols., 2003), COX-2 (Alvarez y
cols., 2005; Jaimes y cols., 2005), VEGF (Chua y cols., 1998) y la proteina
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quimioatractiva de monocitos (MCP-1) (Chen vy cols., 1998), entre otras, regulando de

ese modo la migracion y la proliferacion celular.

Ademas de su efecto proinflamatorio, las ROS también participan en la regulacién del
tono vascular (Zalba y cols., 2000), aunque sus efectos son dependientes de la
concentracion, lecho vascular, especie reactiva y condiciones experimentales, debido
probablemente a la diversidad de moléculas de sefalizacidn involucradas en la

regulacién del tono.

Debido a la alta actividad celular inducida por las ROS, se requiere un fino equilibrio en
sus niveles, lo que implica la regulacién de la expresidn y actividad tanto de las enzimas
productoras como de los mecanismos enzimdaticos que contribuyen a su eliminacion
(Fig. 8). Estos mecanismos consisten, fundamentalmente, en enzimas detoxificantes
como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa, la glutation peroxidasa (GPx) y la

tiorredoxina reductasa (Faraci y Didion, 2004; Johnson y Giulivi, 2005).

Reduccion Oxidacion
Vit C, E Anglli
DPI TNF-a
Tirén Colesterol
NAC
PDTC
Probucol NAD(P)ox

SOD
Catalasa
GPx

Fig. 8: Balance redox en células vasculares. El estado oxidativo depende del balance entre la
produccién de oxidantes y las defensas antioxidantes de las células. Estimulos extracelulares
como Ang Il, TNF-a o hipercolesterolemia pueden modificar el balance hacia un estado
proinflamatorio, mientras que la exposicion a antioxidantes quimicos extracelulares (DPI:
yoduro de difenileno; NAC: N-acetil cisteina; PDTC: pirrolidinditiocarbamato; Probucol; Tirén;
Vit C, E: vitamina C, E) o upregulacion de enzimas antioxidantes (Catalasa; GPx: glutatién
peroxidasa o SOD: superdéxido dismutasa) producen un ambiente mas reducido.
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2.3.1. Anion superodxido

El 0,7, que se genera por la adicidon de un electrén al oxigeno molecular, es un radical
no difusible que se reduce rapidamente por las SODs celulares a H,0,, una ROS mas
estable. Aunque su vida media es muy corta, tiene un importante papel puesto que,

ademas de sus propias funciones, a partir de él derivan el resto de las ROS.

El O, puede ser generado por diversas fuentes como la cadena respiratoria
mitocondrial, la lipoxigenasa, el citocromo P450 o la NOS en determinadas condiciones
de déficit de sustrato o por déficit u oxidacidon del cofactor BH,; (Yoneyama y cols.,
2001; Wolin y cols., 2002). Otra fuente de O, es la xantina oxidasa (XO), enzima que
cataliza la oxidacion de hipoxantina y xantina para formar O,". Esta enzima esta
presente en el endotelio vascular y hay evidencias que sugieren su implicacion en la
disfuncidon vascular encontrada en patologias cardiovasculares como hipertension
(Schulz y cols., 2011). También el componente peroxidasa de la reaccién de la COX es
capaz de catalizar la produccion de O," a través de la transferencia secuencial de dos
electrones desde el NAD(P)H al oxigeno molecular. Asi, COX puede actuar como una
fuente significativa de O,” generando simultdneamente prostaglandinas (Wolin y cols.,
2002). Sin embargo, la principal fuente vascular de O, es la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa [NAD(P)H oxidasa], un complejo enzimatico descrito
inicialmente en macréfagos, donde ejerce funciones microbicidas, pero descrito
posteriormente en todos los tipos celulares integrantes de la pared vascular (Touyz y

Schiffrin, 2004; Lyle y Griendling, 2006; Paravicini y Touyz, 2008) (Fig. 9).
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Fig. 9: Principales fuentes enzimdaticas responsables de la generacién de 0O,". COX:
ciclooxigenasa; NAD(P)H oxidasa: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa; NOS:
6xido nitrico sintasa. Adaptado de Paravicini y Touyz, 2008.

La NAD(P)H oxidasa esta formada por cinco subunidades, tres subunidades citosélicas
p47phox, p67phox y Rac y dos subunidades transmembrana, p22phox y gp91phox o
NOX-2. En células no estimuladas, NOX-2, subunidad catalitica de la NAD(P)H oxidasa, y
p22phox se encuentran unidas formando una flavoproteina heterodimérica, el
citocromo bssg. Tras la estimulacidn por agonistas, p47phox es fosforilada y translocada
a la membrana donde se va a unir a p22phox. Entonces p67phox se une a la subunidad
p47phox, proporcionando un sitio de unién para la proteina Rac-1, efector ultimo de la

generacién de O,” (Seshiah y cols., 2002; Lyle y Griendling, 2006) (Fig. 10).

N OX'Z pzz membrana celular

pa7 Rac-1
p67

Fig. 10: Esquema representativo de la NAD(P)H oxidasa activada.

Actualmente se conoce una familia de NAD(P)H oxidasas debido al descubrimiento de
homodlogos de la subunidad catalitica gp91phox o NOX-2, que son designados como la
familia NOX. Hasta la fecha se han descrito 7 subunidades: NOX-1, NOX-2, NOX-3, NOX-
4, NOX-5, DUOX-1 y DUOX-2 (Griendling, 2004). De éstas, son las subunidades NOX-1,
NOX-2, NOX-4 y NOX-5 las que se expresan a nivel vascular. NOX-1, NOX-2 y NOX-4
estan predominantemente expresadas en CMLV, células endoteliales y fibroblastos y
NOX-5, sélo encontrada en humanos, se expresa mayoritariamente en CMLV de vasos

de conductancia y células endoteliales (Griendling, 2004).
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La activacion de la NAD(P)H oxidasa tiene lugar por multitud de estimulos que van
desde el estrés mecanico a factores de crecimiento como TGF-B, factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) o EGF, o citoquinas como TNF-a o IL-13. También se
activa por agonistas de receptores acoplados a proteinas G como serotonina, trombina,
bradiquinina, ET-1 y Ang Il y por factores metabdlicos como la hiperglucemia o
hiperinsulinemia (Paravicini y Touyz, 2008). Los mecanismos de regulacion y las vias de
sefializacion para su activacion son diferentes dependiendo de la subunidad NOX, del
lecho vascular, del tipo celular y del estimulo de que se trate. Con tal diversidad en su
distribucién y mecanismos de regulacion, no sorprende que las NAD(P)H oxidasas con

diferentes homdlogos de NOX tengan funciones distintas.

Los niveles de O, celulares dependen tanto de su tasa de produccién como de su
velocidad de eliminacion por enzimas como las SODs. Existe, por lo tanto, una intima
asociacion entre los niveles de expresion de las SODs y los niveles de O,", otorgando a
las SODs un papel fundamental en las respuestas vasculares al estrés oxidativo
(Wassmann y cols., 2004; Johnson y Giulivi, 2005). En mamiferos existen tres isoformas
descritas de SODs que son codificadas por genes distintos y cuyo centro catalitico esta
formado por un metal. Presentan distinta localizacidon celular, lo que sugiere que su
actividad es especifica del compartimento donde llevan a cabo la reaccién enzimatica.
Todas las SODs catalizan la dismutacién de dos moléculas de O,” a H,O, y oxigeno
molecular (Cai, 2005). La manganeso-SOD (Mn-SOD) se encuentra en la mitocondria y
se encarga de dismutar el O, formado por la actividad de la cadena respiratoria; la
cobre/zinc-SOD (Cu/Zn-SOD) se encuentra en el citosol, nucleo y peroxisomas vy
transforma el O, generado por las oxidasas citosélicas como la NAD(P)H oxidasa; y la
extracelular-SOD (EC-SOD), unica isoforma expresada extracelularmente, se une a la
membrana celular a través de un dominio de unién a heparina (Fig. 11). Esta ultima
parece jugar un papel en la regulacién de la presidn arterial y la contractilidad vascular,
al menos en parte, por modular la funcién endotelial controlando los niveles de O,"

extracelulares vy, asi, la biodisponibilidad de NO (Faraci y Didion, 2004).
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oxidasas

Mitocondria

Fig. 11: Localizacién subcelular de las tres isoformas de la SOD. Cu/Zn-SOD localizada
principalmente en el citosol, Mn-SOD en la mitocondria y la EC-SOD en el espacio extracelular.
HBD: dominio de unién a heparina. Adaptado de Faraci y Didion, 2004.

El O, participa en la regulacion del crecimiento celular, en los mecanismos de defensa
de fagocitos y juega un papel clave en la biologia vascular, lo que hace que sea una
diana a considerar en patologias donde sus niveles son elevados como en la
hipertension, la aterosclerosis o la diabetes. A nivel vascular induce apoptosis,
expresion de moléculas de adhesidon o angiogénesis en células endoteliales; en CML
induce crecimiento, migracién celular, reorganizacion de la matriz extracelular vy
expresion de genes inflamatorios a través de la activacion de proteinas implicadas en el
remodelado vascular como metaloproteasas de matriz (MMPs) o de rutas de
sefializacion celular implicadas en el estrés oxidativo como MAPKs o factores de
transcripcion sensibles al estado redox celular como NF-kB o AP-1, entre otros (Bowie y
O’Neill, 2000; Taniyama y Griendling, 2003; Paravicini y Touyz, 2006). Ademas, el O,"
tiene propiedades vasoactivas per se ya que produce efectos vasoconstrictores en
muchos lechos vasculares (Hernanz y cols., 2003; Ishihara y cols., 2008), participa en las
respuestas vasoconstrictoras de otros agonistas y disminuye relajaciones endotelio-
dependientes (Yang vy cols., 2002; Wiggers y cols., 2008). Aunque se ha descrito que la
inhibicién de la apertura de canales de K sensibles a ATP (Karp) y canales de K*
dependientes de voltaje (Ky) por O, provoca despolarizacion y contraccion del musculo
liso (Gutterman y cols., 2005), el principal mecanismo por el que O,” produce estos
efectos es reduciendo la biodisponibilidad del NO al interaccionar con él para formar
ONOQO, radical que a su vez es capaz de producir vasoconstriccion en algunos lechos

vasculares (Bachschmid y cols., 2003; Schildknecht y Ullrich, 2009). Sin embargo, a
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pesar de la implicacion del O,” en la vasoconstriccidon, también existen estudios que
demuestran que esta especie reactiva de oxigeno es capaz de producir vasodilatacion a
través de la formacién de ONOO’, que va a estimular la GCs, y de la formacion de un
factor relajante de naturaleza desconocida que abre canales de K' sensibles a

glibenclamida (Marin y Rodriguez-Martinez, 1995).

2.3.2. Peroxido de hidrégeno

El H,0, es una especie reactiva de oxigeno altamente estable y permeable a las
membranas celulares, que se genera mayoritariamente por dismutacién de dos
moléculas de O, en una reaccion catalizada por la SOD. Ademas, el H,0, puede ser
generado directamente por enzimas celulares como la XO, la glucosa oxidasa o la
NAD(P)H oxidasa (Lacy y cols., 1998; Dikalov y cols., 2008) a través de la transferencia
consecutiva de dos electrones al oxigeno molecular (Cai, 2005). También se ha descrito
la produccion basal de H,0, por accidon de la eNOS y nNOS en caso de déficit de
sustrato o cofactor (Heinzel y cols., 1992); esta produccién de H,0;, no depende de la
formacién previa de 0,7, puesto que la SOD no modifica dicha produccién (Heinzel y
cols., 1992). Por otra parte, H,0, puede activar a la NAD(P)H oxidasa e incrementar asi
la produccion de O, (Li y cols., 2001; Seshiah y cols., 2002; Garcia-Redondo y cols.,
2009b).

Los niveles de H,O, en el tejido vascular son finamente regulados por sus
secuestradores enddgenos, la catalasa y la GPx (Wassmann y cols., 2004). La catalasa es
una enzima localizada principalmente en los peroxisomas, aungque su expresion es
detectable en el citoplasma. Esta enzima cataliza la conversion de perdxido de
hidrogeno en agua y dos moléculas de oxigeno (Cai, 2005) con una eficacia muy alta en
situaciones de elevado estrés oxidativo, protegiendo a la célula del H,O; intracelulary,
por lo tanto, de forma indirecta, del O,” (Wassmann y cols., 2004). La GPx se encuentra
en el citosol celular y en la mitocondria y es una enzima clave para la defensa celular

contra el estrés oxidativo (Fig. 12).

58



INTRODUCCION

NAD(P)H ox, XO, NOS, glucosa oxidasa
o, |

~ ”e

Mitocondria
Lipoxigenesa

le
COX
X0 \ l Ca.t,GPx
NAD(P)H ox SoD tioles
eNOS desacoplada 02'- + 02'. > HZOZ > ZHZO + 02
NO’ Enz-Fe3*
k‘ Fe2+ NQPO, Cat, etc
e
ONOOr OH Compuesto |

Fig. 12: Generacién y metabolismo del H,0,. El oxigeno molecular (O,) forma O,” o H,0,, por
adicion de 1 6 2 electrones, respectivamente. Sin embargo, la mayoria del perdxido bioactivo
deriva de la reaccidn catalizada por la SOD a partir del O,". La degradacion de H,0, es llevada a
cabo por catalasa (Cat), glutation peroxidasa (GPx) o pequefias moléculas como tioles. H,0,
también puede ser precursor del OH o compuesto | (producto de la oxidacién de enzimas que
contienen Fe**, como las mieloperoxidasas, MPQO). COX: ciclooxigenasa; eNOS: 6xido nitrico
sintasa endotelial; NAD(P)H ox: nicotinamida adenina dinucledtido fostafo oxidasa; SOD:
superoéxido dismutasa; XO: xantina oxidasa. Adaptado de Cai, 2005.

Al igual que el 0,7, la produccién de H,0, esta asociada a muchas patologias
cardiovasculares por activar factores de transcripcién como AP-1 o NF-kB que regulan
la expresion de genes implicados en la inflamacidn, |la proliferacion celular y el propio
incremento del estrés oxidativo (Barchowsky y cols., 1995; Mendes y cols., 2003). Entre
las funciones llevadas a cabo por el H,0, cabe destacar que es un factor clave en la
activacion de p38MAPK, JNK y proteina quinasa activada por sefiales extracelulares
(ERK) (Guyton y cols., 1996), lo que situa a esta ROS como importante mediadora de los
efectos observados en respuesta a estimulos como Ang Il (Griendling y cols., 2000;
Dikalov y cols., 2008). Ademas, el H,0, contribuye al aumento en la permeabilidad
vascular (Siflinger-Birnboim vy cols., 1992), regula la expresién de citoquinas como IL-8
(De Oliveira-Marques y cols., 2007), TNF-a (Nakao y cols., 2008), moléculas de adhesion
como VCAM-1 (Lee y cols., 2008) o la molécula de adhesién celular inducible-1 (ICAM-
1) (Lo y cols., 1993) y de enzimas proinflamatorias como COX-2 (Nakamura y Sakamoto,

2001; Jaimes y cols., 2005; Lu y Wahl, 2005; Cao y cols., 2006).

A nivel vascular, el H,0, es un importante modulador de la respuesta fisioldgica
vascular, habiendo sido identificado en algunos lechos vasculares como el EDHF
(Matoba y cols.,, 2000; Yada y cols., 2003). Se ha descrito que H,0O, induce

vasodilatacién en arterias pulmonares (Burke y Wolin, 1987), coronarias (Sato y cols.,
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2003) y mesentéricas (Matoba y cols., 2000; Gao y cols., 2003). En este caso, la accién
de las SODs tendria como consecuencia el intercambio enzimatico de una ROS
implicada en el aumento de las respuestas vasoconstrictoras por otra asociada con un
aumento en las relajaciones dependientes de endotelio (Shimokawa y Morikawa,
2005). Sin embargo, sus acciones vasculares son dependientes del lecho vascular
analizado, ya que el H,O, también puede provocar vasoconstriccion (Rodriguez-
Martinez y cols., 1998; Hernanz y cols., 2003) o una respuesta bifdsica, caracterizada
por una fase contrdctil seguida de relajaciéon (Gao y cols., 2003; Garcia-Redondo y cols.,
2009b). En arterias de resistencia H,0, origina esta respuesta bifasica, estando el
componente vasoconstrictor relacionado con un incremento en la produccion de O,”
inducido por el propio H,0, (Garcia-Redondo y cols., 2009b). Brakemeier y cols. (2003),
en arterial renal, explican la capacidad del H,0, para inducir contraccidn por inhibicién

de Kca 0 relajacion por activacion de los mismos.
2.3.3. Radical hidroxilo

El radical OH' se genera a partir del H,0, en una reaccion catalizada por iones metalicos
(Fe®*, Cu®) (Cai, 2005) (Fig. 12) o por la degradacién del ONOO™ (Darley-Usmar vy
Halliwell, 1996). Este radical es extremadamente reactivo pero no es difusible, por lo
gue causa dafio local alli donde es generado. Debido a su fuerte reactividad con
diversas biomoléculas, es considerada una de las especies mas reactivas y perjudiciales.
El OH puede inducir contraccién por mecanismos dependientes de PKC, fosfatidil
inositol 3 quinasa (PI13K), proteinas tirosin quinasas y MAPK (Li y cols., 2004), asi como

mediar vasodilatacién activando la GCs (Marin y Rodriguez-Martinez, 1995).
2.3.4. Peroxinitrito

Puesto que el O," tiene mayor afinidad por el NO que las SODs, cuando ambos se
producen en sitios cercanos interaccionan para formar un potente oxidante altamente
reactivo y téxico, el ONOO™ (Cai, 2005), que puede producir efectos adversos en la

viabilidad y funcionalidad de las células.
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La estabilidad que presenta el ONOO™ a pH fisiolégico le permite difundir a través de las
membranas celulares hasta encontrar sus dianas. Entre los mecanismos por los que
causa toxicidad se encuentran la ruptura del ADN, la oxidacion de proteinas y lipidos,
oxidacién de lipoproteinas de baja densidad, fendmenos de toxicidad celular directa,
nitraciéon de gran cantidad de proteinas y la oxidacion de cofactores como BHg, lo que
genera un desacoplamiento de la eNOS (Miinzel y cols., 2005). Ademas, puede inhibir la
GCs (Minzel y cols., 2005) y promover estrés oxidativo por inhibir la SOD (Félétou y
Vanhoutte, 2006). Por otra parte, en presencia de compuestos como los tioles, el
ONOO puede comportarse como donador endégeno de NO (Moro y cols., 1994; Belik y
cols., 2004), el cual puede inducir relajacién e inhibir la adhesién y agregacion
plaquetaria. Asimismo, puede mediar vasoconstriccién por diversos mecanismos como
son la inactivacion por nitracién de un residuo de tirosina de la PGI; sintasa y la
consecuente reduccion de los niveles de prostaciclina (Bachschmid y cols., 2003;
Schildknecht y Ullrich, 2009), por un mecanismo dependiente de la activacién del
receptor TP a través de la generacion de 8-isoprostanos (Belik y cols., 2004), por inhibir
la actividad de eNOS o por disminuir la actividad de los canales K¢, y K, (Gutterman y

cols., 2005).

También se ha observado que el ONOO" juega un importante papel en la respuesta
inflamatoria. Por un lado, el ONOO' tiene funciones proinflamatorias por inducir la
expresion de moléculas de adhesién intracelular (ICAM-1, p-selectina) en células
endoteliales y, por otro lado, posee funciones antiinflamatorias, sobre todo en las
ultimas fases de la inflamacién, mediante inactivacion de la COX-2 y nitrosilacion de

lipidos, lo que facilita la finalizacidn del proceso inflamatorio (Belik y cols., 2004).

2.4. OTROS MEDIADORES

2.4.1. Sistema renina-angiotensina

Ademas del importante papel en la regulacion de la presiéon sanguinea y en la
homeostasis de los liquidos corporales, el SRA participa en la modulacién del tono
vascular per se regulando la liberacion de algunos de los factores vasoactivos

anteriormente mencionados (Mehta y Griendling, 2007). El incremento tanto en los
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niveles como en el grado de activaciéon de los integrantes de este sistema se ha
asociado con el desarrollo de diversas patologias cardiovasculares como la
aterosclerosis (Hammoud y cols.,, 2007), la diabetes (McGuire y cols., 2008) y la
hipertension (Ruiz-Ortega y cols., 2006; Kobori y cols., 2007). La Ang Il se sintetiza por
accion de la renina, enzima proteolitica que actua sobre el angiotensindgeno dando
lugar a angiotensina | (Ang |), que a su vez se convierte en Ang Il por accién de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Mehta y Griendling, 2007) (Fig. 13). Todos

los componentes de este sistema se encuentran en la pared vascular.

Angiotensindgeno
|

renina

Angl
|
ECA
Ang ll
Vasoconstriccion Antiproliferacién

Reabsorcion agua/sal Apoptosis
Secrecidon aldosterona Diferenciacion
Secrecion vasopresina Vasodilatacion

Activacién simpatica
Proliferacién y crecimiento celular

Fig. 13: Cascada bioenzimatica del sistema renina-angiotensina y diferentes efectos de
angiotensina Il mediados por los receptores AT, y AT,. ECA: enzima convertidora de
angiotensina.

La Ang Il induce secrecidon de vasopresina y aldosterona, modula la ingesta de agua y la
excrecion de Na® y H,0, incrementa la actividad del sistema nervioso simpatico y
produce vasoconstriccion uniéndose a receptores especificos anclados en la membrana
plasmatica celular (Fig. 13) (Kobori y cols., 2007). Ademas, en los Ultimos afios se ha
demostrado que la Ang Il es capaz de inducir una respuesta inflamatoria en la pared
vascular, participando asi en la patogénesis de enfermedades cardiovasculares como la

aterosclerosis o la hipertension arterial (Ruiz-Ortega y cols., 2006; Hammoud vy cols.,
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2007). En este sentido se ha descrito que la Ang |l presenta propiedades
proinflamatorias que incluyen la produccion de ROS (Beltran y cols., 2009), citoquinas
proinflamatorias (Sanz-Rosa y cols., 2005), moléculas de adhesidon (Jiang y cols., 2004) y

prostanoides derivados de COX-2 (Alvarez y cols., 2007).

Existen dos tipos de receptores para la angiotensina, AT, y AT, (Mehta y Griendling,
2007). A nivel vascular los receptores AT; se encuentran predominantemente en las
CML, siendo los que median la mayoria de las acciones hipertensivas y proinflamatorias
ejercidas por la Ang Il (Fig. 13) (Touyz y Schiffrin, 2000; Mehta y Griendling, 2007). Los
receptores AT, estan presentes en tejidos fetales pero su presencia disminuye después
del nacimiento, lo que sugiere un importante papel de estos receptores en el
desarrollo; ademas, su expresion es detectable en 6rganos reproductores, pancreas,
rifndn, cerebro, corazén vy, al igual que los ATy, en la pared vascular (Touyz y Schiffrin,
2000). La activacion de los receptores AT, por Ang Il da lugar a respuestas
vasodilatadoras, apoptosis, diferenciacion y efectos antiproliferativos (Fig. 13) (Mehta y

Griendling, 2007).
2.4.2. Factor hiperpolarizante derivado de endotelio

Por definicién, el EDHF es una sustancia sintetizada y liberada por el endotelio que
hiperpolariza a las CML produciendo relajacién, y cuya participacién en la respuesta
vascular se atribuye a aquella respuesta relajante que permanece tras inhibir la sintesis
de PGI, y de NO (Mombouli y Vanhoutte, 1997). La respuesta mediada por este factor
puede ser inducida por diversos agonistas como la bradiquinina, la acetilcolina, la
histamina o la sustancia P (Garland y cols., 1995). La naturaleza quimica del EDHF adn
no se conoce, habiéndose sugerido que puede tratarse de un derivado del acido
araquidénico como es el acido epoxieicosatrienoico (EET) o hidroxieicosatetraenoico
(HETE), sintetizados por la epoxigenesa y la lipoxigenasa, respectivamente. Otro posible
candidato que podria actuar como EDHF es el H,0, (Shimokawa y Morikawa, 2005) (Fig.
14).

Parece ser que las respuestas mediadas por EDHF se inician con un incremento en la

concentracién de Ca** endotelial y la consecuente activacion de los canales de Kc,, lo
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que origina la liberacién de iones K* desde el endotelio que hiperpolarizan las CML,
bien por comunicacion eléctrica a través de uniones gap mioendoteliales o bien por
acumulacién de iones K* en el espacio intercelular que origina apertura de canales de

K* o activacion de la Na*/K*-ATPasa (Shimokawa y Morikawa, 2005).
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Fig. 14: Hipdtesis de la naturaleza de EDHF. Estimulacidn con agonistas o con el rozamiento del
flujo sanguineo activan la liberacién de Ca®** y de acido araquiddnico (AA). Ademas, el Ca®*
puede activar las oxidasas generando O,", que sera dismutado por las SODs celulares a H,0,.
EDHF también puede hiperpolarizar el musculo liso vascular por la apertura de canales de K*
provocando  vasodilatacidn. Los principales candidatos EDHF incluyen: &cido
epoxieicosatrienoico (EET), 4cido hidroxieicosatetraenoico (HETE), iones K* liberados desde el
endotelio a través de K¢, que activan la Na'/K*-ATPasa del musculo liso vascular, comunicacién
eléctrica a través de las gap junctions mioendoteliales y el H,0,. CE: célula endotelial; CML:
célula muscular lisa; COX: ciclooxigenasa; eNOS: o6xido nitrico sintasa endotelial; PLA,;
fosfolipasa A,; PLC: fosfolipasa C; SOD: superdxido dismutasa. Adaptado de Shimokawa vy
Morikawa, 2005.

2.4.3. Endotelina
Las ETs son una familia de péptidos integrada por ET-1, ET-2 y ET-3, siendo la ET-1 la
mas abundante a nivel vascular y la mas relevante biolégicamente. Las ETs se

encuentran en una gran variedad de células y tejidos, con diferentes niveles de

expresion, donde actuan como moduladores del tono vasomotor y de la presién
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sanguinea asi como de la proliferacion celular (Yanagisawa y cols., 1988; Schiffrin,
2005). Su ARNm codifica para una proteina de 203 aminoacidos, la pre-proendotelina,
que a través de la accidén proteolitica de una endopeptidasa, se transforma en una
proteina de 39 aminoacidos, la proendotelina. Posteriormente sufre una ruptura por
accion, fundamentalmente, de la enzima convertidora de endotelina (ECE)
transformandola en ET-1, de 21 aminodacidos, que es el péptido activo. En condiciones
fisioldgicas, ET-1 es producida en pequefas cantidades en células endoteliales donde
actua como mediador autocrino/paracrino. Sin embargo, en condiciones
patofisioldgicas la produccion es estimulada en diferentes tipos celulares, incluyendo
células endoteliales, CMLV, miocitos cardiacos y células inflamatorias como macréfagos

y leucocitos (B6hm y Pernow, 2007).

La endotelina media sus efectos a través de su unién a dos subtipos de receptores, ETa
y ETg, pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Los
receptores ETn se encuentran en las CMLV mientras que ETg se encuentran
principalmente en las células endoteliales y, en menor proporcion, en las células de la
musculatura lisa (Bbhm y Pernow, 2007). ET-1 puede dar lugar a una respuesta
vasoconstrictora, mediada tanto por ET, como por ETg de las CML, que se produce por
activacion de la PLC, o producir vasodilatacion mediada por su interaccion con los
receptores ETg endoteliales, que al ser estimulados liberan PGl,, EDHF y NO (Schiffrin,

2005; Bohm y Pernow, 2007).

En condiciones fisioldgicas el balance de los factores liberados por los vasos es
favorable a la relajacion, ya que las células producen bajos niveles de ET-1 y se
mantiene la biodisponibilidad del NO. Sin embargo, en ciertas patologias
cardiovasculares como aterosclerosis o hipertension hay un aumento de la produccién
de ET-1 en macrdéfagos, células endoteliales y CML, ademds de un incremento en la
expresion de receptores ETg en las CML cuya estimulacion, como hemos comentado,
produce vasoconstriccion. Por otra parte, en estas patologias los niveles de NO
disminuyen, bien por inhibicion de la eNOS por ET-1 o por su interaccién con el O,”
formado tras activacion de los receptores ET, y/o ETg de las CML. Todo esto hace que

en condiciones patoldgicas el equilibrio de los factores liberados por los vasos tienda
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hacia una mayor vasoconstriccién, inflamacién y estrés oxidativo (B6hm y Pernow,

2007), que puede estar implicado en la disfuncién endotelial (Fig. 15).

ARTERIA SANA DISFUNCION ENDOTELIAL
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Fig. 15: Figura esquemadtica de la pared arterial en condiciones sanas (izquierda) y con
disfuncidn endotelial (derecha). En arterias sanas la produccién de ET-1 es baja y la
biodisponibilidad de NO esta preservada, lo que favorece la vasodilatacidn. En situaciones de
disfuncidn endotelial hay una produccion mayor de ET-1 en CE, CML, y macrégafos (M),
ademas de disminuir la produccion de NO. Hay también incrementada expresidn de receptores
ETs en musculo liso vascular, que media vasoconstriccion, asi como aumentada formacién de
O, por accion sobre ET, y ETg, reduciéndose la biodisponibilidad del NO por formar ONOO'. El
balance de efectos cambia hacia la vasoconstriccidn, inflamacién y estrés oxidativo en
disfuncion endotelial. CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa; ECE: enzima convertidora
de endotelina; eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial. Adaptado de Bohm y Pernow, 2007.

2.4.4. Citoquinas

Las citoquinas son proteinas solubles o péptidos grandes producidos por distintos tipos
celulares, que actian como comunicadores quimicos entre células. En situaciones
fisioldgicas se encuentran a concentraciones muy bajas, pero ante un estimulo
inflamatorio sus niveles pueden incrementarse notablemente. Existen citoquinas
antiinflamatorias como TGF-B, IL-4, IL-10 e IL-13 y citoquinas proinflamatorias como
TNF-a, IL-1 e IL-6. Las citoquinas proinflamatorias pueden inducir la expresion de
proteinas que sintetizan otros péptidos de la misma familia o enzimas como la iNOS y |a
COX-2 y diversos mediadores como ET-1, ROS o prostanoides, afectando a la funcién

vascular (Vila y Salaices, 2005) (Fig. 16). La respuesta vascular parece estar determinada
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por el equilibrio entre todos estos factores. El hecho de que las citoquinas se hayan
encontrado elevadas en muchas patologias cardiovasculares donde también se ha
observado disfuncion endotelial apoya la relacidn entre inflamacion y enfermedades

cardiovasculares (Huang y Vita, 2006).

CITOQUINAS
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Fig. 16: Mecanismos implicados en los efectos de las citoquinas sobre la reactividad vascular.
CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa; COX-2: ciclooxigenasa-2; NAD(P)H ox:
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa; NOS: éxido nitrico sintasa; SOD: superdxido
dismutasa; XO: xantina oxidasa. Adaptado de Vila y Salaices, 2005.

3. LA HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertensién arterial es una patologia multifactorial que se caracteriza por un
incremento de la resistencia vascular periférica y de la presion arterial, y por los dafios
cardiovasculares y renales asociados a su desarrollo. Actualmente representa uno de
los principales problemas de salud en los paises desarrollados. En Espafia, por ejemplo,
la hipertensién arterial afecta al 35% de los sujetos adultos, de ahi la importancia de
conocer la fisiopatologia de la hipertension y desarrollar terapias adecuadas para su

tratamiento. El Séptimo Informe del Joint National Committee sobre Prevencion,
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Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la Hipertension Arterial (JNC 7; Chobanian y
cols., 2003) ha definido como hipertension, en la poblacién adulta, cuando se detectan
cifras mantenidas de presidn arterial diastdlica superiores a 90 mmHg y presidn arterial
sistdlica superiores a 140 mmHg. Ademas, define un estado prehipertensivo cuando los
valores de presion arterial oscilan entre 120/80 mmHg y 139/89 mmHg, ya que se
incrementan las probabilidades de que estos sujetos tengan eventos cardiovasculares
ademas de un alto riesgo de desarrollar hipertensidon. La hipertensién provoca
alteraciones vasculares estructurales, mecanicas y funcionales que contribuyen a las
complicaciones vasculares e incremento de riesgo cardiovascular en patologias como el
infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca o infarto cerebral (Marchesi y cols., 2008;

Mulvany, 2008).

La hipertensién arterial se clasifica en primaria o esencial y secundaria. La hipertension
arterial esencial representa entre el 90-95% de los casos y aunque se sabe que factores
genéticos, ambientales o la dieta juegan un papel importante en su desarrollo, se
desconoce la causa de la misma (Carretero y Oparil, 2000). La hipertension arterial
secundaria representa entre el 5-10% de los casos y puede ser provocada, entre otras
causas, por dafios renales, renovasculares, endocrinos como el hiperaldosteronismo o
hipertiroidismo, la hipertensién durante el embarazo o la hipertensién por coartacion

de la aorta (Akpunonu y cols., 1996).

3.1. LA HIPERTENSION COMO ENFERMEDAD INFLAMATORIA

En los ultimos afios se ha descrito que un estado inflamatorio cronico puede ser el
responsable de las alteraciones vasculares que aparecen en la patologia hipertensiva
(Savoia y Schiffrin, 2006; Marchesi y cols., 2008). En pacientes con hipertensién arterial
se ha observado que la reaccién inflamatoria implica complejos procesos de interaccién
entre células inflamatorias como los neutrofilos, linfocitos o macréfagos y las células
vasculares, las cuales van a responder incrementando la expresiéon de moléculas de
adhesion (integrinas, selectinas, ICAM-1, VCAM-1), citoquinas (TNF-a, IL-6),
guimioquinas (MCP-1) y factores de crecimiento, lo que conlleva a la infiltracidon de esas
células inflamatorias en la pared vascular y en determinados 6rganos como el rifidn,

corazén y cerebro (Pauletto y Rattazzi, 2006). En modelos animales también se ha
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descrito la existencia de niveles elevados de citoquinas circulantes como IL-1B, IL-6 o
TNF-a (Sanz-Rosa y cols., 2005), de mediadores proinflamatorios como Ang Il (Ruiz-
Ortega y cols., 2006) y ET-1 (Virdis y Schiffrin, 2003), asi como una elevada expresién y
actividad de enzimas proinflamatorias como las isoformas inducibles COX-2 (Adeagbo y
cols., 2005; Alvarez y cols., 2005; 2007; Jaimes y cols., 2008) e iNOS (Briones y cols.,
2002a; Alvarez y cols., 2008). Asociado a este estado proinflamatorio, se encuentra un
incremento en el estrés oxidativo plasmatico y vascular (Paravicini y Touyz, 2006;
2008). Entre los mecanismos moleculares implicados en esta respuesta inflamatoria,
destacan mecanismos redox-sensibles, la activaciéon de proteinas quinasas y la
activacion de factores de transcripcion como AP-1 o NF-kB (Barchowsky y cols., 1995;
Bowie y O’Neill, 2000; Beswick y cols., 2001b). Asi, la actividad de NF-kB esta
aumentada en ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y tejidos de animales
hipertensos y su inhibicion mejora el dafo a 6rganos como el corazén o el rifidn y

disminuye la presién arterial (Muller y cols., 2000).

3.2. CAMBIOS ESTRUCTURALES, MECANICOS Y FUNCIONALES VASCULARES
ASOCIADOS CON LA HIPERTENSION

La hipertension produce cambios estructurales y mecanicos en las distintas capas de la
pared vascular. Una alteracidén clave vinculada a esta patologia es el remodelado
vascular, definido como las modificaciones estructurales que conducen a la alteracion
del espesor de la pared y del didmetro de la luz y van a ser consecuencia o causa del
incremento de la resistencia periférica (Mulvany, 1999; Intengan y Schiffrin, 2000). Este
remodelado puede ser inducido a través de la adaptacidn pasiva a cambios crénicos en
factores hemodinamicos y/o a través de factores neurohumorales como Ang Il o ROS.
Se pueden encontrar tres tipos de remodelado vascular: 1) el remodelado hipertréfico,
que conlleva un incremento en la cantidad de material del vaso, generalmente de
proteinas de matriz como colageno vy fibronectina; 2) el remodelado hipotréfico, que
conlleva una disminucién de la misma y, 3) el remodelado eutrdéfico, que implica una
reordenacion de los distintos componentes de la pared vascular sin cambio en la
cantidad de los mismos (Mulvany, 1999). Ademas, el remodelado puede ser hacia el

interior del vaso, cuando hay una reduccién del diametro interno del vaso, hacia el
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exterior, cuando se produce un incremento en el didmetro, o compensado, cuando el

didmetro interno no se modifica (Fig. 17).

Hipotréfico Eutréfico Hipertréfico

Hacia el interior
(inward)

% 4t x

Compensado O i o =i o

e

Hacia el exterior
{outward)

Fig. 17: Tipos de remodelado vascular. Adaptado de Mulvany, 1999.

En los vasos de resistencia, tanto en hipertensién esencial humana como en ratas SHR,
coexisten un remodelado eutrofico (diametro de la luz vascular disminuido con
volumen de pared por unidad de longitud conservada) e hipertéfico (didmetro de la luz
vascular disminuido con volumen de pared por unidad de longitud aumentada) hacia el
interior. Este remodelado vascular se debe a un incremento del volumen de la capa
media y del nUmero de capas de células musculares lisas, asi como a un aumento en la
deposicién de proteinas de matriz extracelular (Intengan y Schiffrin, 2000; Mulvany,

2008).

El remodelado vascular se ha asociado también a cambios en las propiedades
mecanicas de la pared vascular. Asi, un aumento de la rigidez del vaso favorece una
reduccion del didametro interno afectando a la resistencia periférica. Parece ser que los
cambios en la rigidez son fundamentalmente debidos a alteraciones en las fibras de
elastina, en el contenido de colageno, en las proteinas de la matriz extracelular y en las
moléculas de adhesién (Intengan y Schiffrin, 2000; Briones y cols., 2003). Ademas, la
actividad de las enzimas encargadas de la degradacion de la matriz extracelular, MMPs,
también puede estar disminuida con la hipertension, lo que conduciria a un aumento

de la cantidad de proteinas de matriz (Touyz, 2005).
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Hay estudios que muestran que la reduccidn en la presidn sanguinea per se no protege
del remodelado vascular asociado a la hipertension y, por tanto, de los riesgos que
dicho remodelado tiene sobre érganos diana. De ahi que en la busqueda de
tratamientos antihipertensivos efectivos se hayan propuesto farmacos capaces tanto
de bajar la presion arterial como de mejorar el remodelado vascular asociado a esta

patologia (Mulvany, 2008).

Ademas de los cambios estructurales y mecanicos, en la hipertension se producen
cambios funcionales. La disfuncion endotelial es considerada uno de los factores
principales responsables del incremento y mantenimiento de la hipertensién. Asi, en
determinados modelos de hipertensién se ha observado una disminucion de las
relajaciones dependientes de endotelio (Marin y Rodriguez-Martinez, 1997; Schulz y
cols., 2011). Sin embargo, se han descrito también respuestas aumentadas (Dowell y
cols., 1999; Hernanz y cols., 2008) y no alteradas (Hutri-Kdhoénen y cols., 1999; Briones y
cols., 2002a), dependiendo del lecho vascular y el modelo de hipertension estudiado.
Ademads, en la hipertension se ha observado un incremento en las respuestas
contractiles a diferentes agonistas como serotonina (Russell y cols., 2002), fenilefrina
(Alvarez y cols., 2005) y H,0, (Rodriguez-Martinez, 1998), aunque también se han
descrito respuestas vasoconstrictoras disminuidas (Arribas y cols., 1996; Briones y cols.,
1999; Rossoni y cols., 2002a; 2002b) o similares a agentes como acetilcolina (Le
Marquer-Domagala y Finet, 1997) o noradrenalina (Briones y cols., 2000). Asimismo, se
han descrito también alteraciones en la sensibilizacion de la maquinaria contractil al
ca® (Lee y cols., 2004) e incremento del tono simpatico (Marin, 1993), entre otras
modificaciones, que podrian contribuir al incremento de la resistencia vascular en la

hipertension.

A continuacion se describen las alteraciones asociadas con la hipertensidn arterial en
algunos de los principales mediadores que controlan el tono vascular: NO,

prostaglandinas y ROS.
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3.3. ALTERACIONES CON LA HIPERTENSION EN LA VIA DE LA NOS

Algunos autores han descrito que la disfuncion endotelial observada con Ia
hipertension puede ser debida a la disminucién en la producciéon de NO (Chou y cols.,
1998; Dowell y cols., 1999), o a la disminucién de la actividad de los canales Kc,
implicados en la relajacion mediada por EDHF (Kusama y cols., 2005). Sin embargo,
otros estudios muestran un incremento en la sintesis de NO, probablemente como
mecanismo compensatorio frente al incremento de la presion arterial (Briones y cols.,
2000; Rossoni y cols., 2002b). A pesar de lo anteriormente mencionado, uno de los
mecanismos mas aceptados para explicar la disfuncion endotelial asociada a la
hipertension es la disminucién de la biodisponibilidad del NO, debida probablemente a
un aumento de la generacion de O, que, como se ha comentado, puede combinarse

con el NO para formar ONOO™ (Lyle y Griendling, 2006; Paravicini y Touyz, 2008).

También se han descrito cambios en la expresidn de las distintas isoformas de la NOS
con la hipertension. Asi, la expresiéon de eNOS esta disminuida en aorta de ratas SHR
(Chou vy cols., 1998) y de ratas Dahl sal-sensibles (Zhou y cols., 2004). Sin embargo,
otros autores han demostrado en aorta y arterias mesentéricas de resistencia que la
expresion de eNOS esta aumentada (Vaziri y cols., 2000a; Ulker y cols., 2003) o no
modificada (Briones y cols., 2000; Cediel y cols., 2003) en hipertension. Por otro lado,
se han observado aumentos en la expresion de nNOS (Boulanger y cols., 1998; Briones
y cols., 2000) y de iNOS (Briones y cols., 2000; Alvarez y cols., 2008) en diferentes

modelos de hipertension.

3.4. ALTERACIONES CON LA HIPERTENSION EN LA VIA DE LA COX

En la hipertension parece existir un desequilibrio entre factores vasoconstrictores y
vasodilatadores derivados de COX, donde los vasoconstrictores serian predominantes
(Davidge, 2001). Asi, se ha descrito que la disminucion de la relajacién dependiente de
endotelio puede deberse al aumento en la produccion de prostanoides
vasoconstrictores, como TXA, o isoprostanos, los cuales actuan sobre receptores TP y
enmascaran los efectos vasodilatadores del NO (Félétou y cols., 2006), asi como al

incremento en la vasoconstriccién inducida por estos derivados de COX (Taddei y
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Vanhoutte, 1993; Zerrouk y cols., 1998). En este sentido, se ha descrito que en aorta de
SHR, inhibidores de COX-1 y en menor medida de COX-2, previenen respuestas
contractiles inducidas por acetilcolina (Ge y cols., 1995; Yang y cols., 2002). Ademas,
algunos autores han demostrado que la expresion y actividad de COX-1 es
significativamente mayor en células endoteliales de aorta de SHR que de WKY (Ge y
cols., 1995; Tang y Vanhoutte, 2008), habiéndose sugerido que las ROS podrian estar

implicadas en la activacion de COX-1 en aorta de ratas SHR (Yang y cols., 2002).

Por otra parte, en pacientes con hipertensidon esencial (Taddei y cols., 1997) y en
distintos modelos animales como ratas SHR (Briones y cols., 2002b; Alvarez y cols.,
2005; Blanco-Rivero y cols., 2005;), DOCA-salt (Adeagbo y cols., 2005) o Dahl sal-
sensibles (Jaimes y cols., 2008), se ha descrito un incremento en la expresién de COX-2
y en la produccion de prostanoides contractiles, los cuales pueden jugar un papel clave
en el desarrollo y/o mantenimiento de la hipertensién (Alvarez y cols., 2005; Jaimes y
cols., 2008). Asi, prostanoides contractiles derivados de COX-2 estan implicados en la
disfuncién endotelial y en el aumento de las respuestas vasoconstrictoras descritas en
animales hipertensos (Blanco-Rivero y cols.,, 2005). Sin embargo, a pesar de la
participaciéon de prostanoides contractiles en las alteraciones vasculares de la
hipertension, también se han descrito acciones beneficiosas de derivados de la COX,
gue pueden contrarrestar los efectos nocivos de la enfermedad. De hecho, resultados
de ensayos clinicos y meta-analisis indican que los antiinflamatorios de tipo no
esteroideo (AINES) y, especialmente los inhibidores selectivos de COX-2, tienen
importantes efectos cardiovasculares adversos que incluyen infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular, fallo coronario, fallo renal e hipertensién arterial (Batlouni,
2010). Hay estudios que muestran que los inhibidores selectivos de COX-2 empeoran la
hipertension en humanos vy el riesgo cardiovascular, posiblemente como consecuencia

de la inhibicion de la produccién de prostaciclina (Antman y cols., 2005).

El aumento en los niveles de citoquinas circulantes (Sanz-Rosa y cols., 2005; Vila y
Salaices, 2005; Savoia y Schiffrin, 2006), el aumento del RAS (Ruiz-Ortega y cols., 2006;
Kobori y cols., 2007), la mayor activacién tanto de factores de transcripcion

proinflamatorios (Bowie y O’Neill, 2000; Beswick y cols., 2001b) como de las MAPKs
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(Izumi y cols., 2000; Beltran y cols., 2009) que ocurren en la hipertensién, podrian
contribuir al incremento de la expresion de COX-2 observado en esta patologia.
Ademas, las ROS, que estan incrementadas en hipertensidén, pueden aumentar la

expresion de COX-2, como se comentard mas adelante.

3.5. ALTERACIONES CON LA HIPERTENSION EN LA PRODUCCION DE ROS

En situaciones fisioldgicas existe una ajustada regulacion de la produccion y eliminacion
de las ROS; sin embargo, en condiciones patoldgicas, el desequilibrio entre la actividad
de las enzimas generadoras de ROS y su degradacién resulta en un incremento de la
disponibilidad de ROS, provocando un estado de estrés oxidativo (Taniyama y
Griendling, 2003; Harrison y Gongora, 2009). Asi, parece que las ROS participan en el
desarrollo y mantenimiento de la hipertension y en las alteraciones estructurales y
funcionales descritas en dicha patologia (Paravicini y Touyz, 2008). Distintos modelos
de hipertension muestran un aumento del estrés oxidativo asociado tanto a un
aumento en la produccién vascular de O,” (Zalba y cols., 2000; Beswick y cols., 20013;
Wu vy cols., 2001; Touyz y Schiffrin, 2004; Lee y Griendling, 2008) o en los niveles
plasmaticos de H,0, (Lacy y cols., 1998), como a una reduccién de la actividad de las
principales defensas antioxidantes vasculares como SOD, GPx, catalasa, tiorredoxina,
peroxirredoxina y barredores de ROS como vitamina A, C y E (Reddn y cols., 2003;
Polizio y Pefia, 2005; Chaves y cols., 2007) (Fig. 18). Sin embargo, también existen
resultados contrarios, donde un incremento en la expresion de las SODs y GPx en aorta
de ratas hipertensas se interpreta como un mecanismo adaptativo para disminuir la
elevada produccién de 0,7, favoreciendo la conversiéon de 0, a H,0, en dicha

enfermedad cardiovascular (Fukai y cols., 1999; Mengy cols., 2002).

De acuerdo con el incremento en la produccion de ROS, se ha descrito una
incrementada expresion y actividad de enzimas como la XO, NOS o NAD(P)H oxidasa,
(Hamilton y cols., 2001; Zalba y cols., 2001). Asi, la NAD(P)H oxidasa se activa en
distintos modelos animales, incluyendo hipertensién inducida por Ang Il (Fukui y cols.,
1997), SHR (Zalba y cols., 2000) o DOCA-salt (Beswick y cols., 2001a), entre otros. Por su
parte, en SHR, se han demostrado niveles elevados de XO a nivel endotelial e

incremento en la produccion de ROS, las cuales se han asociado con un incremento del
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tono vascular (Suzuki y cols.,, 1998). Marcadores de estrés oxidativo como
malondialdehido (MDA) e isoprostanos también estan aumentados en hipertension

(Donmez y cols., 2002; Alvarez y cols., 2007).

HIPERTENSION
Reduccidn Oxidacion
Vit C, E Ang ll
TD_P', TNF-a
Iron
NAC " Colesterol
PDTC
Probucol SOD
Catalasa NAD(P)OX
GPx NOS
0,"
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Fig. 18: Balance redox en hipertensién. Estimulos extracelulares como angiotensina Il (Ang Il),
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) o hipercolesterolemia modifican el balance hacia un
estado proinflamatorio. DPI: yoduro de difenileno; GPx: glutatién peroxidasa; NAC: N-acetil
cisteina; NAD(P)H ox: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa; NOS: éxido nitrico
sintasa; PDTC: pirrolidinditiocarbamato; SOD: superdxido dismutasa; Vit C,E: vitamina C,E.

La disfuncion endotelial y el aumento en Ila reactividad vascular a agentes
vasoconstrictores descritos en la hipertensién también se relacionan con el aumento en
el estrés oxidativo (Beswick y cols., 2001b; Alvarez y cols., 2007; 2008) debido a la
capacidad del O,” de reducir la biodisponibilidad de NO y a la generacién de ONOO
(Bachschmid y cols., 2003; Schildknecht y Ullrich, 2009). Ademas, algunos trabajos
muestran un incremento en las contracciones producidas por ROS en aorta (Rodriguez-
Martinez y cols., 1998; Garcia-Cohen y cols., 2000) y en arteria mesentérica de animales
hipertensos (Gao y Lee, 2001; Garcia-Redondo y cols., 2009b) y que el O, generado por
X0 aumenta las respuestas vasoconstrictoras en aorta de ratas SHR (Auch-Schwelk y
cols., 1989). Por otra parte, la funcién de la mayoria de los sistemas transportadores de
Ca’* también puede verse afectada por ROS (Kourie, 1998), lo que permite a las ROS
modular la [Ca®']i gue, como vimos, es el principal determinante de la contraccion del
musculo liso. Asi, Tabet y cols. (2004) han demostrado en CMLV que H,0, y O,” inducen

aumentos de las [Ca®']i, qgue son mayores en células de ratas SHR (Fig. 19).
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Fig. 19: ROS e inflamacidn vascular. El aumento de ROS observado en hipertensién modifica la
actividad de las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK) y proteinas del ciclo celular.
ROS también influye en la expresién de proteinas y genes por activar factores de transcripcion
como NF-kB o AP-1. ROS ademds estimula canales iénicos, como los canales de K y Ca* de la
membrana, conduciendo a cambios en la concentracidn de cationes. La activacion
descontrolada de estas vias redox-sensibles puede contribuir al dafio vascular por incrementar
la expresion de moléculas de adhesion (ICAM, VCAM), factores de crecimiento como VEGF,
citoquinas (IL-8, TNF-a) o enzimas proinflamatorias (COX-2, iNOS), lo que conduce a las
alteraciones estructurales, mecdnicas y funcionales observadas en hipertensién. AP-1: proteina
activadora-1; CDK: quinasas dependientes de ciclina; COX-2: ciclooxigenasa-2; ECM: matriz
extracelular; ERK: proteinas quinasas activadas por sefales extracelulares; ICAM: molécula de
adhesién celular inducible; IL-8: interleuquina-8; iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible; JNK:
proteina quinasa del extremo N terminal de c-jun; NF-kB: factor nuclear activador de la
transcripcién de la cadena ligera k de linfocitos B; MMP: metaloproteasa de matriz; TIMP:
inhibidor de tejido de metaloproteasas; TNF-a: factor de necrosis tumoral-a; VCAM: molécula
de adhesion celular vascular; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. Adaptado de
Paravicini y Touyz, 2006.

Por otra parte, se ha descrito que las ROS contribuyen al estado inflamatorio crénico
asociado a la patologia hipertensiva (Griendling y cols., 2000; Taniyama y Griendling,
2003; Pauletto y Rattazzi, 2006; Marchesi y cols., 2008; Paravicini y Touyz, 2008;
Harrison y Gongora, 2009) ya que, como previamente hemos comentado, activan
factores de transcripcion como NF-kB y AP-1 (Bowie y O'Neill, 2000; Grau y cols., 2004;
Paravicini y Touyz, 2006), inducen la expresién de moléculas de adhesion celular como
VCAM-1 (Marui y cols., 1993; Costanzo y cols., 2003) e ICAM-1 (Taniyama y Griendling,

2003), participan en la regulacién de la expresién y la actividad de la enzima
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proinflamatoria COX-2 (Alvarez y cols., 2005; Jaimes y cols., 2005), y median el
crecimiento de las CMLV, su migracion, la deposiciéon de colageno y la actividad de

MMPs (Touyz y Schiffrin, 2004) (Fig. 19).

Aunque es ampliamente aceptado el incremento en el estrés oxidativo como una
consecuencia de la hipertensidn, su posible papel causativo en humanos es mas
controvertido. Hay evidencias que sugieren que el estrés oxidativo es un factor de
riesgo para la hipertensiéon humana, sin embargo esto no explica la etiologia de todos
los tipos de hipertension, lo que indica claramente que es una enfermedad poligénica
gue se desarrolla a través de diversos mecanismos (Lee y Griendling, 2008). En modelos
animales si se ha observado una relacidn causal entre ROS e hipertension. Asi, la
inhibicién de la generacion de O,  por la NAD(P)H oxidasa usando estrategias
farmacoldgicas, permite la regresion del remodelado vascular, mejora la disfuncion
endotelial y disminuye la presidn sanguinea en la hipertension inducida por Ang Il (Rey
y cols., 2001; Virdis y cols., 2004). Por otro lado, algunos estudios muestran que un
tratamiento con vitaminas antioxidantes, miméticos de la SOD, barredores de radicales
libres o BH4 atentdan o previenen el desarrollo de hipertension (Hong y cols., 2001;
Houston, 2005). Ademas, el tratamiento crénico de SHR jévenes (5 semanas) con el
antioxidante NAC atenua el desarrollo de hipertensién, aunque no es efectivo en ratas
adultas con hipertensidn estableciada (12 semanas), sugiriendo que las ROS juegan un
papel importante en los estadios tempranos de desarrollo de la hipertensién
(Pechanova y cols., 2006). El tratamiento crénico con tempol, un barredor de 0,7,
reduce el aumento de la presidn arterial asociado al envejecimiento en SHR (Nabha y
cols., 2005) y normaliza la respuesta incrementada a H,O, en arterias de resistencia de
ratas hipertensas (Garcia-Redondo y cols., 2009a). Ademads, se ha demostrado que en
ratas con presién arterial normal la inhibicion de la glutatién peroxidasa, enzima que
reduce el H,0, a H,0 y los perdxidos lipidicos a alcoholes lipidicos, incrementa las ROS y
la presion sanguinea (Vaziri y cols., 2000b). Por otra parte, variaciones genéticas en el
promotor del gen de la catalasa de ratas normotensas se ha relacionado con una

incrementada susceptibilidad a la hipertensién arterial (Zhou y cols., 2005).
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Con los recientes avances en la comprension de la complejidad del estrés oxidativo y la
sefalizacion redox en el sistema vascular, existe un interés creciente respecto de las
posibilidades terapéuticas de la interferencia con las ROS como diana del tratamiento
de la hipertension y otras enfermedades cardiovasculares. Esto se basa, por una parte,
en las observaciones anteriormente expuestas que demuestran una reduccion de la
presion arterial con el tratamiento con antioxidantes y con inhibidores de la generacion
de ROS vy, por otro lado, en los efectos beneficiosos asociados, en parte, a la
disminucion del estrés oxidativo de los agentes B-bloqueantes, inhibidores de la ECA,
antagonistas del receptor AT; y bloqueantes de canales de Ca?* usados en el
tratamiento antihipertensivo (Khan y cols., 2001; Godfraind, 2005). Sin embargo, estas
observaciones tampoco responden a la pregunta de si un deterioro del sistema
antioxidante contribuye al desarrollo de la hipertension o si es una consecuencia del

exceso de estrés oxidativo relacionado con esta patologia.
4. RECEPTORES ACTIVADORES DE LA PROLIFERACION DE PEROXISOMAS

Los receptores activadores de la proliferacién de peroxisomas (PPAR), clonados por
Issemann y Green en 1990, son factores de transcripcién activados por ligando
pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares (Berger y Moller, 2002). Su
nombre deriva de la capacidad de activar la proliferacion y el tamafo de los
peroxisomas en roedores expuestos a hepatocarcindgenos con actividad
hipolipemiante. Los PPAR regulan genes en tejido adiposo, musculo esquelético e
higado, lo que les confiere un papel clave en el metabolismo lipidico y la homeostasis
de glucosa. Ademas, en CMLV regulan la proliferaciéon, migracién, sintesis de ADN,
diferenciacién y apoptosis celular (Gurnell y cols., 2003; Schiffrin y cols., 2003). Desde el
descubrimiento de que los PPAR se expresan en la pared vascular, han sido numerosos
los estudios llevados a cabo para conocer los mecanismos celulares y moleculares que
subyacen a las acciones de los PPAR a este nivel (Schiffrin y cols., 2003; Duan y cols.,
2009). Hasta la fecha han sido identificadas 3 isoformas codificadas por genes distintos

y con distintos patrones de expresion tisular: PPARa, PPARB/& y PPARYy.

Al igual que otros receptores nucleares, los PPAR poseen una estructura modular

compuesta de dominios funcionales y comparten entre un 70 y un 80% de homologia
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en sus dominios de unién a ligando y dominios de uniéon a ADN (Neve y cols., 2000;
Berger y Moller, 2002). Desde el extremo amino al carboxilo terminal se encuentran: un
dominio regulador de la actividad del receptor (dominio A/B), que contiene una funcién
de transactivacion independiente de ligando (AF-1), y que es responsable de la
fosforilacién de los PPAR; un dominio de unién a ADN (DBD), que reconoce secuencias
especificas para PPAR en los genes diana, llamadas elemento de respuesta a PPAR
(PPRE); una region bisagra (D) y un dominio de unién a ligando (LBD), responsable de la
activacion de PPAR, y por tanto, de la activacién transcripcional. Este dominio LBD
contiene una funcion de transactivacion que depende de ligando (AF-2) y es el que
permite el reclutamiento de cofactores (Neve y cols., 2000; Blanquart y cols., 2003)

(Fig. 20).

N— A1 DBD - LBD  AF2 -C

N J\ J\ )\ J
A/B C D E/F

Fig. 20: Estructura general de los PPAR. AF-1: funcidn de transactivacién-1; AF-2: funcién de
transactivacién-2; DBD: dominio de unién a DNA; LBD: dominio de unién a ligando.

4.1. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR RECEPTORES PPAR

Se han identificado un gran numero de cofactores, tanto coactivadores como
correpresores, que median la capacidad de los receptores nucleares de iniciar o

suprimir la transcripcion de genes.

4.1.1. Activacion génica dependiente de ligando

En un estado inactivo, es decir, cuando PPAR no esta unido a ligando, el receptor
nuclear heterodimeriza con un complejo correpresor, como el correpresor nuclear
(NCoR), cuya actividad histona deacetilasa inhibe la transcripcion. Cuando un ligando
especifico se une a los receptores nucleares PPAR, se promueve una modificacién
alostérica en el extremo carboxilo terminal de éstos que induce la liberacién de los
correpresores y el reclutamiento de coactivadores transcripcionales, como la proteina
de unién a CREB (CBP), la proteina p300, el receptor coactivador esteroideo-1 (SRC-1),

la proteina de union a PPAR (PBP) o el coactivador del receptor activador de la
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proliferacién de peroxisomas gamma-1 (PGC-1), permitiendo asi su unidn al receptor X
del acido cis-retinoico (RXR). El heterodimero PPAR-RXR mas los coactivadores se unen
a PPRE en la region promotora de genes diana para iniciar asi una secuencia de eventos
gue inducen un proceso de transcripcion génica (Kota y cols., 2005; Ricote y Glass,
2007) (Fig. 21). Ligandos diferentes inducen cambios conformacionales distintos y
reclutamiento de diferentes coactivadores, resultando en acciones diferentes del

receptor.

P
Correpresores

_ ligando

——

Fig. 21: Transactivacidén génica dependiente de ligando. La activacion de PPAR por ligando
permite el reclutamiento de coactivadores y heterodimerizacion con el receptor X del acido cis-
retinoico (RXR), activando la transcripcién mediante la unién directa a elementos de respuesta
a PPAR (PPRE) en los genes diana. Adaptado de Ricote y Glass, 2007.

4.1.2. Represion génica dependiente de ligando

Los PPAR, ademas de activar la transcripcion de genes implicados en el metabolismo
lipidico y glucidico, también son capaces de regular negativamente la expresién de
otros genes de manera independiente a su unién a ADN. Este mecanismo, denominado
de transrepresion, es el que explica la mayoria de los efectos que los PPAR tienen sobre
la respuesta inflamatoria asociada a patologias cardiovasculares y desérdenes

metabdlicos como la hipertensién o la diabetes.

La represién génica puede ser llevada a cabo por varios mecanismos. Un primer
mecanismo implica la inhibicion de otras vias de sefalizacion por unién del
heterodimero PPAR-RXR a coactivadores, cuyos niveles intracelulares suelen ser
limitantes, y que son esenciales para todos los factores de transcripcién que inducen la
expresion de genes proinflamatorios como NF-kB, AP-1, STAT-1 o NFAT. Los PPAR

pueden competir por el reclutamiento de estos coactivadores o reducir la activacion de
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los mismos, inhibiendo la expresion de genes proinflamatorios y, por lo tanto,

reduciendo la respuesta inflamatoria (Fig. 22) (Li y cols., 2000; Ricote y Glass, 2007).

% Co-activadores
__ ligando

——

Sitio de unién
""""" para NF-xB

Sitio de unién
para NF-kB

Fig. 22: Competicion de los PPAR por un pool limitado de coactivadores necesarios para la
transcripcién de genes implicados en la respuesta inflamatoria. NF-«B: factor nuclear activador
de la transcripcion de la cadena ligera k de linfocitos B; RXR: receptor X del acido cis-retinoico.
Adaptado de Ricote y Glass, 2007.

El segundo mecanismo de transrepresiéon implica la estabilizacién de complejos
correpresores como NCoR o SMRT (mediador-silenciador de los receptores de retinoide
y hormona tiroidea), los cuales inhiben la activacién de factores de transcripcion
proinflamatorios y funcionan como freno para la expresién activa de los genes bajo su
control. La adicion covalente de grupos SUMO (modificadores tipo ubiquitina de
pequefio tamano), facilitada por la proteina inhibidora de STAT1 activada (PIAS1), a las
histidinas de los PPAR les permite interaccionar y estabilizar a estos complejos
correpresores y evitar, por lo tanto, la activacion transcripcional de genes implicados en

la respuesta inflamatoria (Ricote y Glass, 2007) (Fig. 23).
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Sitio de unién
EIE N ]

Fig. 23: La estabilizacion de los complejos correpresores. PPAR, por sumoilacion de histidinas,
puede inhibir la respuesta inflamatoria por bloquear la sefial dependiente de la liberacién de
complejos correpresores como NCoR (correpresor nuclear). HDAC3: histona deacetilasa 3; NF-
kB: factor nuclear activador de la transcripcidon de la cadena ligera k de linfocitos B; PIASI:
proteina inhibidora de STAT1 activado; Su: grupo sumo; TBL1: proteina similar a transducina 1.
Adaptado de Ricote y Glass, 2007.

El tercer mecanismo ocurre a través de la unidn directa del complejo PPAR-RXR a
distintos factores de transcripcion, inhibiendo la expresion de genes proinflamatorios
dependientes de la activacion de estos factores (Ricote y Glass, 2007). Esto se ha
demostrado con NFAT en células T (Yang y cols., 2000), con la subunidades p65 y/o p50
de NF-kB en células musculares lisas de aorta humanas (Delerive y cols., 1999a) o en
macrofagos (Chung y cols., 2000) y con c-Jun de AP-1 en células endoteliales de aorta

humanas (Delerive y cols., 1999b) (Fig. 24).

” Co-activadores
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Sitio de unién
.......... para NF-kB

Fig. 24: Interaccién directa entre PPAR y la subunidad p65 del factor de transcripcion NF-«kB
(factor nuclear activador de la transcripcion de la cadena ligera k de linfocitos B), impidiendo la
unién de este factor al promotor de sus genes diana. Adaptado de Ricote y Glass, 2007.

Por otra parte, el aumento de la expresién del inhibidor a de NF-kB (IkBa) (Delerive y
cols., 2000) o inhibicién de su degradaciéon (Chung y cols., 2000; Sung vy cols., 2006) y la

inhibicién de la expresiéon de la quinasa de dicho inhibidor (IKK) por PPAR (Straus y
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cols., 2000; Zingarelli y cols., 2003) contribuyen también a reprimir la expresion génica,

pues se inhibe la activacién de NF-kB (Ricote y Glass, 2007) (Fig. 25).

nucleo

_ ligando

NF-kB

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ citoplasma

Fig. 25: Induccién de la expresion del inhibidor a de NF-kB (IkBa), que reduce la activacidn del
factor de transcripcién proinflamatorio NF-kB (factor nuclear activador de la transcripcion de la
cadena ligera k de linfocitos B). Adaptado de Ricote y Glass, 2007.

Un cuarto mecanismo se puede dar por la capacidad de los PPAR de reprimir la
expresion de las MAPK como JNK, p38MAPK, ERK 1/2 (Desreumaux y cols., 2001;
Rodriguez-Calvo y cols., 2008), de Akt (Goetze y cols., 2002) o PKC (Paumelle y cols.,
2006), implicadas en la activacion de factores de transcripcién proinflamatorios (Fig.

26).

ligando

,/’

——

Sitio de unién para AP-1

Sitio de unién para AP-1

Fig. 26: La activaciéon de PPAR inhibe quinasas JNK (quinasa del extremo N terminal de c-jun),
inhibiendo asi la fosforilacidn de c-jun y, por lo tanto, la activacion del complejo AP-1 (proteina
activadora-1). Adaptado de Ricote y Glass, 2007.

4.1.3. Represion génica independiente de ligando

Ademas de los mecanismos anteriormente mencionados, en ausencia de ligando, PPAR
pueden heterodimerizar con RXR y bloquear la activacién transcripcional uniéndose a

los PPRE de los genes diana y reclutando complejos correpresores, antagonizando asi la
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unién de complejos coactivadores y manteniendo inactiva la expresién génica (Ricote y

Glass, 2007) (Fig. 27).

Fig. 27: Represidon génica independiente de ligando. En ausencia de ligando los PPAR se unen a
los elementos de respuesta a PPAR (PPRE) y reclutan complejos correpresores que median
represién activa. Este complejo antagoniza las acciones de los coactivadores y mantiene a los
genes en un estado reprimido en ausencia de ligando. RXR: receptor X del acido cis-retinoico.
Adaptado de Ricote y Glass, 2007.

4.2. PPARy

Los PPARy se expresan fundamentalmente en tejido adiposo blanco y son necesarios
para la diferenciaciéon de adipocitos, regulando la expresién de numerosos genes
implicados en el metabolismo lipidico (Touyz y Schiffrin, 2006). Su expresién también es
detectable en una gran cantidad de tejidos como glandulas adrenales, corazon, colon o
linfocitos T (Marx y cols., 2004; Touyz y Schiffrin, 2006), asi como en todos los tipos
celulares de la pared vascular, células endoteliales (Satoh y cols., 1999), CMLV (Diep y
Schiffrin,  2001), fibroblastos adventiciales (Zhang y cols., 2008) vy
monocitos/macréfagos (Ricote y cols., 1998), lo que sugiere la posibilidad de efectos

directos sobre el tono vascular y la presion sanguinea.

Se han descrito dos isoformas en roedores, PPARy; y PPARy; y otras dos isoformas en
humanos, PPARys y PPARys;, cuyo producto génico es idéntico al de PPARy;. Las
diferentes isoformas son codificadas por el mismo gen pero expresadas a partir de
promotores distintos y de splicing alternativo. La expresion de las distintas isoformas es
tejido dependiente. Asi, PPARy, se expresa principalmente en tejido adiposo, mientras
qgue PPARy,;, ademas de expresarse en los adipocitos, se expresa en bajos niveles en un
amplio rango de tejidos incluyendo corazon, musculo esquelético, colon, intestino,

rifdn, pancreas, bazo y los componentes de la pared vascular. PPARys se encuentra en
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tejido adiposo, macrdéfagos y linfocitos T y la localizacién de PPARy, no estd muy clara

(Berger y Wagner, 2002).

Dentro del grupo de ligandos naturales capaces de activar PPARy encontramos ligandos
enddgenos como los acidos grasos poliinsaturados, entre ellos, los acidos linoleico,
linolénico, araquiddénico o eicosapentaenoico (EPA). También actian como agonistas
PPARy lipidos oxidados formados por accion de lipoxigenasas, como las formas
oxidadas del acido linoleico, los acidos 9- y 13-hidroxioctadecadienoico (9- y 13-HODE).
Otros agonistas naturales de PPARy son los metabolitos del AA derivados de la via de la
COX-2 como el 15d-PGJ, (15-deoxi-delta-12,14-prostaglandina J,) y derivados de la via
de la lipoxigenesa como 15-HETE (Neve y cols., 2000). Existen, ademads, ligandos
sintéticos como los farmacos pertenecientes a la familia de las tiazolidinedionas (TZDs),
troglitazona, ciglitazona, pioglitazona y rosiglitazona, entre otras, que se comportan
como agonistas con alta afinidad por los receptores PPARy (Schiffrin y cols., 2003;

Staels y Fruchart, 2005).

4.2.1. Efectos metabolicos

Entre las multiples funciones llevadas a cabo por PPARy cabe destacar su capacidad
para regular varios genes involucrados en el metabolismo glucidico y lipidico y en las
acciones llevadas a cabo por la insulina, asi como genes que controlan la homeostasis
de la energia celular (Staels y Fruchart, 2005). Asi, las TZDs, utilizadas como
antidiabéticos orales, reducen la hiperglucemia, mejoran el perfil lipidico de los
pacientes con diabetes tipo Il y la sensibilizacién a insulina en higado, musculo
esquelético y tejido adiposo (Duran-Sandoval y cols., 2003). Incluso en estados de
resistencia a insulina no diabéticos, como pacientes obesos o con tolerancia baja a la
glucosa, las TZDs mejoran la sensibilizacién a la insulina (Martens y cols., 2002). Las mas
usadas han sido la rosiglitazona y la pioglitazona, las cuales resultan eficaces en el
tratamiento de pacientes con diabetes mellitus tipo |Il, hipercolesterolemia,
dislipidemia, aterosclerosis o en pacientes obesos (Tao y cols., 2003; Chiarelli y Di
Marzio, 2008). Sin embargo, se han descrito efectos secundarios adversos asociados
generalmente al tratamiento crénico con rosiglitazona, como un aumento en el

volumen plasmatico que provoca una alteracion hematolégica por disminuir los niveles
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de hematocritos y de hemoglobina, lo que hace que el uso de este medicamento no sea
recomendable en pacientes con afectacidén cardiaca (Martens y cols., 2002; Chiarelli y
Di Marzio, 2008). Ademas, el tratamiento crdénico con rosiglitazona puede aumentar la
concentracion de lipoproteinas de baja densidad (LDLs) en plasma, al estimular la
hidrolisis de lipoproteinas ricas en triglicéridos, y provocar hipertrofia cardiaca en
algunos pacientes, lo que puede derivar en fallo cardiaco. Aunque estos efectos
adversos son poco frecuentes, si son peligrosos, principalmente en individuos
diabéticos con enfermedad cardiovascular (Willson y cols., 2001; Chiarelli y Di Marzio,
2008). Asi, a finales del 2010 la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA) ha retirado
la comercializacién de rosiglitazona debido a los potenciales riesgos de tipo
cardiovascular observados a partir de ensayos clinicos, estudios observacionales y
metanalisis de ensayos clinicos. Por otra parte, en el primer semestre de este afo dos
articulos publicados por la revista Diabetes Care relacionan el tratamiento a largo plazo
con pioglitazona con posible riesgo de padecer cancer de vejiga (Ferrara y cols., 2011;
Lewis y cols., 2011). Aungue estas dos evaluaciones no son concluyentes, en Junio de
2011 la agencia francesa de medicamentos ha anunciado la suspensién de la
comercializacién de este farmaco. Por su parte, el comité de la EMEA, tras analizar
todos los datos disponibles, concluye que en determinados pacientes diabéticos el
balance beneficio-riesgo se mantiene favorable, siempre que se tengan en cuenta una
serie de contraindicaciones y advertencias encaminadas a minimizar el modesto

incremento de riesgo de cancer de vejiga observado en algunos estudios.

Entre los efectos metabdlicos beneficiosos encontramos que la activacion de PPARy por
TZDs induce la expresion de proteinas como lipoproteina lipasa (LPL) o acil-CoA sintasa
que intervienen en la lipdlisis de los triglicéridos plasmaticos y su almacenaje en los
adipocitos (Staels y Fruchart, 2005). Ademas, inducen la expresion de la glicerol kinasa
adipocitaria, que estimula la incorporacién de glicerol en los triglicéridos, reduciendo
asi la secrecion de acidos grasos libres por los adipocitos (Duran-Sandoval y cols., 2003).
Los agonistas PPARy también tienen efectos metabdlicos beneficiosos sobre tejidos que
responden a insulina, como higado y musculo, algunos de los cuales se deben a sefales
gue provienen de las modificaciones ocurridas en el tejido adiposo; entre estos efectos

cabe destacar: 1) el aumento del catabolismo de acidos grasos; 2) la induccién de la
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produccién de factores derivados de tejido adiposo con actividad sensibilizadora a la
insulina (ej. adiponectina); 3) la supresion de los niveles circulantes y/o efectos de
factores derivados de tejido adiposo que causan resistencia a la insulina, como TNF-a o
resistina y 4) el aumento en los niveles del transportador de glucosa GLUT-4 (Shimaya y
cols., 1997; Berger y Moller, 2002; Martens y cols., 2002). El resultado final de estos
mecanismos es contribuir a la reduccion de la cantidad de acidos grasos y triglicéridos
circulantes, y mejorar la utilizacién de la glucosa por los musculos, lo que explica el

efecto hipoglucemiante de dichos farmacos (Duran-Sandoval y cols., 2003).

4.2.2. Efectos antiinflamatorios

PPARy también tiene un importante papel en la regulacién de la respuesta inflamatoria.
Asi, en células del sistema inmune como células T se ha descrito que la activacion de
PPARy regula, entre otros factores, la produccion de IL-2, INF-y o TNF-a (Clark y cols.,
2000; Marx y cols., 2002), mediadores implicados, por ejemplo, en el reclutamiento de
linfocitos y monocitos/macréfagos a la pared arterial en aterosclerosis (Tham y cols.,
2003). Ademas, se ha observado que la expresion de PPARy se upregula en la
diferenciacién de monocitos a macrofagos (Ricote y cols., 1998) y que PPARYy, a su vez,
regula negativamente la activacion de esos monocitos y/o macréfagos al inhibir la
expresion de iNOS, MMP-9, IL-12, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a o IL-1B (Ricote y cols., 1999;
Schiffrin y cols., 2003). En células endoteliales vasculares, la activacién de PPARy reduce
la produccién de VCAM-1 e ICAM-1 (Tham vy cols., 2003; Klotz y cols., 2007), de
péptidos vasoactivos como ET-1 (Delerive y cols., 1999b; Satoh y cols., 1999) vy
mediadores proinflamatorios como MCP-1 (Murao y cols., 1999). En CMLV, a través de
la inhibicion de la activaciéon de NF-kB, los agonistas PPARy inhiben la expresién de
iNOS inducida por IL-1B (lkeda y cols., 2000), de MCP-1 y VCAM-1 inducidas por TNF-a
(Park y cols., 2006), asi como la proliferacion y migracion de las CMLV (Wakino y cols.,

2000; Goetze y cols., 2001).

Uno de los efectos antiinflamatorios mas relevantes de PPARy a nivel vascular es
ejercido sobre el SRA. Tham y cols. (2002) describieron la relacién entre la reduccién de
la expresion de PPARYy y el incremento en la actividad del SRA como una de las causas

responsables de las alteraciones vasculares ejercidas por la Ang Il. En este sentido Diep
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y cols. (2002b), describieron que el tratamiento tanto con pioglitazona como con
rosiglitazona reduce la hiperproliferacion celular, la expresién de receptores AT-1, de
marcadores de inflamacién vascular como VCAM-1 vy la actividad de NF-kB inducida por

el tratamiento con Ang Il.

La disfuncion endotelial, caracteristica de patologias como la hipertension, la
aterosclerosis y la diabetes (Rajagopalan y cols., 1996; Zalba y cols., 2000), se mejora
tras el tratamiento con activadores PPARy, probablemente debido a sus acciones
antioxidantes. Asi, la activacion de PPARy inhibe la produccion de ROS de forma
paralela a la reduccion en la expresion de las distintas subunidades de la NAD(P)H
oxidasa, lo que aumenta la biodisponibilidad de NO generado por la eNOS vy, por lo
tanto, la vasodilatacién dependiente de endotelio (Hwang y cols., 2007; Sorrentino y
cols., 2007). El efecto antioxidante de PPAR, junto a la observacion de que la induccién
de COX-2 es mediada por ROS (Peng y cols., 2005) y que, como se comentard mas
adelante, la activacion de PPAR regula negativamente la expresién de esta enzima
(Zzhao vy cols., 2006), sugiere que el efecto beneficioso de estos receptores observado

en varias patologias podria llevarse a cabo a través de la reduccion del estrés oxidativo.

Aunque el papel de los PPARy en el control de la inflamacidon aun es controvertido,
parece que la mayoria de los efectos antiinflamatorios y antioxidantes se llevan a cabo
a nivel transcripcional a través de la activacion de un mecanismo de transrepresion
sobre vias de sefializacién como AP-1, C/EBP, STAT-1 o NF-kB (Ricote y Glass, 2007).
Existen numerosos estudios que muestran que la activacion de PPARy reduce la
activacion de NF-kB. Asi, la inflamacion pulmonar inducida por LPS en ratas debida a la
activacion de NF-kB se reduce con el tratamiento con rosiglitazona junto con la
reduccion en los niveles circulantes de TNF-a, ICAM-1 y mieloperoxidasa, efecto que se
acompafia de un incremento en la expresion del propio receptor nuclear (Liu y cols.,
2005). La interferencia en la ruta de activacién de NF-kB puede tener lugar a distintos
niveles. Asi, Chung y cols. (2000) demostraron que PPARy podia inhibir la expresion de
genes dependientes de NF-kB interactuando fisicamente tanto con la subunidad p65
como con la subunidad p50 y bloqueando asi su activacion. Por su parte, Zingarelli y

Cook (2005) demostraron que la inhibicién de la ruta de NF-kB por los agonistas PPARy
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ciglitazona y 15d-PGJ, también se podia llevar a cabo mediante la inhibicién de la
actividad de IKK y el aumento consiguiente en los niveles de IkBa. Straus y cols. (2000)
demostraron que 15d-PGJ; inhibia la degradacién de IkBa por modificacion covalente
de IKK. PPARy también puede interferir con el factor de transcripcién AP-1, bien por
interaccionar fisicamente con c-Jun (Delerive y cols., 1999b) o bien por inhibir JNK
(Khandoudi y cols., 2002), inhibiendo asi la activacion del complejo AP-1. Ademas de la
interferencia con la activaciéon de estos factores de transcripcion llevada a cabo por
PPARy, su capacidad para bloquear la liberacién de los complejos correpresores
asociados, blogueando el reclutamiento de coactivadores y, por lo tanto, el inicio de la
transcripcion, supone otro mecanismo por el cual este receptor nuclear podria regular

negativamente la respuesta inflamatoria (Ricote y Glass, 2007) (Fig. 28).

A pesar de todo lo anteriormente expuesto, el efecto de los agonistas PPARy sobre la
respuesa inflamatoria presenta controversia pues, en la actualidad, cada vez mads
evidencias confirman que muchos de los efectos ejercidos por sus agonistas podrian ser
debidos a mecanismos independientes de PPARy. El ligando enddégeno 15d-PGJ,
también ejerce efectos antiinflamatorios independientes de PPARy a través de la
modificacion directa de residuos de cisteina de IKK y subunidades de NF-kB e inhibicidn
directa de ERK 1/2. Como muestra la figura 28 otro mecanismo protector
independiente a PPARYy es por activacion de la expresion de proteinas HSP70 (Chawla y

cols., 2001; Zingarelli y Cook, 2005).
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Fig. 28: Mecanismos moleculares antiinflamatorios de PPARy. Una vez que PPARy es activado
por ligandos como 15d-PGJ, o tiazolidinedionas (TZD), el heterodimero PPARy-RXR compite por
el reclutamiento de coactivadores cuya biodisponibilidad es limitada, tales como proteinas de
unién a CREB (CBP) o la proteina p300, inhibiendo asi la activacién de factores de transcripciéon
como AP-1, NF-kB, STAT o NFAT y, consecuentemente, la expresion de genes proinflamatorios.
El heterodimero también transreprime la expresién de genes a través de la union directa a
NFAT vy a las subunidades p50 y p65 del NF-kB o por interaccién con JNK. Otro mecanismo
protector de 15d-PGJ, independiente a PPARy es secundario a la activacion directa del factor de
choque térmico-1 (HSF-1) y expresién de la proteina de choque térmico 70 (HSP70). Las flechas
indican efectos positivos y las lineas con acabado romo efectos inhibitorios. Adaptado de
Zingarelli y Cook, 2005.

4.2.3. PPARy y COX-2

La regulacion de la expresion de COX-2 requiere de la activacion, entre otros, de los
factores de transcripcién NF-kB y AP-1 (Tsatsanis y cols., 2006), ambos susceptibles de
ser bloqueados por la activacion de PPARy. En este sentido, Subbaramaiah y cols.
(2001) observaron en células epiteliales humanas estimuladas con PMA que la
activacion de PPARy con ciglitazona, troglitazona y 15d-PGJ, inhibia la expresién de
COX-2 de forma paralela a la reduccidn en la activacion de NF-kB y AP-1. Confirmando
la especificidad de la inhibicidn de la expresion de COX-2 mediada por PPARy, Mendez y

LaPointe (2003) comprobaron que el incremento en la expresion de COX-2 en
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cardiomiocitos estimulados con IL-1B se reducia en presencia de 15d-PGJ, y
troglitazona y que, ademds, este efecto se revertia tras el tratamiento con el
antagonista de PPARy GW9662. Por otra parte, Sugawara y cols. (2001) demostraron
gue la inhibicion de la sintesis de prostanoides proinflamatorios por PPARy en CMLV se
lleva a cabo, ademas de por la inhibicién de COX-2, por la reduccién en la expresidn de
otras enzimas, como la TXA, sintasa o la de los receptores TP. Sin embargo, otros
estudios proponen la participacion de PPARy en la induccion de COX-2, lo que puede
ser explicado por la existencia de un elemento de respuesta a PPAR, PPRE, en el
extremo 5" del promotor de COX-2 (Meade y cols., 1999). Bishop-Bailey y Warner
(2003) observaron en CMLV tratadas con rosiglitazona induccién de la expresion de
COX-2 y PLA, y aumento de los niveles de PGD, y PGE,. Ademas, agonistas PPARy
incrementaron la expresion de COX-2 en células de carcinoma colorrectal humano
(Ikawa y cols., 2001), en células epiteliales mamarias (Meade y cols., 1999), monocitos
(Pontsler y cols., 2002), y fibroblastos sinoviales humanos (Kalajdzic y cols., 2002). El
efecto que los agonistas PPARy tienen sobre la expresion de COX-2 varia dependiendo
del tipo celular, el agonista especifico utilizado, y la presencia de mediadores

inflamatorios adicionales.

4.2.4. PPARYy e hipertension

Como ya se ha comentado, en la hipertensién se ha descrito un estado inflamatorio
cronico con niveles aumentados de citoquinas proinflamatorias, asi como incremento
de la expresion de COX-2 y de la produccién de ROS. El hecho de que PPARy tenga
importantes efectos antiinflamatorios sugiere que pueda tener un papel relevante en

dicha patologia.

El tratamiento con agonistas PPARy reduce la presiéon sanguinea en pacientes o
modelos animales con sindrome metabdlico y/o diabéticos (Sarafidis y Nilsson, 2006;
Chen vy cols., 2008). Asi, el tratamiento con troglitazona disminuye la presion arterial en
pacientes diabéticos (Ogihara y cols., 1995), obesos o en pacientes que presentan
resistencia a insulina (Nolan y cols., 1994), relacionando la bajada de la presion, al
menos en parte, con una mejora de la sensibilizacion a insulina. Sin embargo, desde

gue en el modelo de rata Sprague-Dawley, no hipertensa ni resistente a insulina,
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también se observase bajada en la presion arterial al tratar con agonistas PPARy, se ha
propuesto que la accidén hipotensiva de estos compuestos no es solamente ejercida por

su capacidad de mejorar la sensibilizacion a insulina (Buchanan y cols., 1995).

Los resultados en pacientes o modelos animales hipertensos que no presentan
sindrome metabdlico o diabetes son controvertidos. Asi, las glitazonas atenuan el
desarrollo de hipertensién tanto en pacientes como en varios modelos animales
(Sarafidis y Nilsson, 2006), mientras que en hipertensién establecida, no se observan
aparentes efectos antihipertensivos (Llorens y cols., 2007; Nakamura y cols., 2007;
Shinzato y cols., 2007; Cipolla y cols., 2010), a menos que se usen tratamientos a largo
plazo (Zhang y cols., 2010) o altas dosis de los agonistas PPARy (Wu y cols., 2004,
Wakino y cols., 2005; Chan y cols., 2010). Sin embargo, a pesar de que el tratamiento
con pioglitazona no baja la presidon sanguinea en ratas SHR-stroke prone (SHR-SP), se
observa una proteccién contra el derrame cerebral (Nakamura y cols., 2007), ademas
de efectos beneficiosos sobre la hipertrofia ventricular izquierda (Shinzato y cols.,
2007) y la inflamacién y la fibrosis cardiaca (Nakamura y cols., 2008). Ademas, en el
ensayo PROactive (Prospective Pioglitazone Clinical Trial in Macrovascular Event), la
bajada de tan solo 3 mmHg observada con el uso de pioglitazona se asocia con una
reduccion de la mortalidad vascular en pacientes con diabetes tipo Il (Dormandy,
2005). Asi pues, aunque existe cierta controvesia acerca de si los agonistas PPARy bajan
0 no la presion sanguinea, existen evidencias de su capacidad para interferir con la

patofisiologia de drganos diana en hipertension.

Entre los mecanismos moleculares que pueden explicar el efecto antihipertensivo de
los agonistas PPARy se incluyen su capacidad de: 1) reducir la expresion de péptidos
gue controlan el tono vascular como el inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-
1) (Kato y cols., 1999), ET-1 (Satoh y cols., 1999; Iglarz y cols., 2003) y el péptido
natriurético tipo C (Itoh y cols., 1999); 2) disminuir el tono vascular debido a la
downregulacion del receptor AT; de la Ang Il en células musculares lisas (Takeda y cols.,
2000); 3) disminuir las concentraciones de calcio por inhibir canales de Ca* tipo L
(Buchanan y cols., 1995) o alterar la sensibilizacién a calcio (Kawasaki y cols., 1998) en

células musculares lisas; 4) estimular la produccién de vasodilatadores como NO en
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células endoteliales o aumentar su biodisponibilidad por reducir el estrés oxidativo,
mejorando asi la disfuncion endotelial (Calnek y cols., 2003; Nakamura y cols., 2008;
Matsumoto y cols., 2008); y 5) mejorar los cambios estructurales en la pared vascular
(Ledingham y Laverty, 2005; Zhang y cols., 2010). Asi, Diep y cols. (2002b) demostraron
que TZDs previenen el desarrollo de hipertension en ratas infundidas con Ang Il y que,
en arterias mesentéricas pequefias estudiadas por miografia de presion, se normaliza la
relacion media/luz y las relajaciones a acetilcolina. En ratas DOCA-salt el tratamiento
con rosiglitazona también previene el desarrollo de hipertensién y mejora la disfuncién
endotelial caracteristica de este modelo de hipertensién (lglarz y cols., 2003) y, en ratas
SHR-SP, Nakamura y cols. (2007) observaron que el tratamiento con pioglitazona,
aungue no modifica la presién sanguinea, mejora la disfuncion endotelial por reducir

ROS.

A pesar de lo anteriormente mencionado, donde se describia que la disminucién de
ROS podria aumentar la biodisponibilidad de NO, los efectos de las TZDs sobre la
generacion de NO no estdn claros. Algunos estudios encuentran incremento en la
liberacion y/o actividad de NOS, lo que mejoraria la disfunciéon endotelial como hemos
comentado (Calnek y cols., 2003; Dobrian y cols., 2004), mientras que otros estudios no
encuentran cambios en la expresion de NOS (Ryan y cols., 2004; Ye y cols., 2006). Cada
vez existen mas evidencias de que el aumento en la biodisponibilidad del NO por los
activadores PPARy es debido a la inhibicion de la produccién de ROS (Matsumoto y
cols., 2008), probablemente por inhibicidn de la expresion de las distintas subunidades

de la NAD(P)H oxidasa (Bagi y cols., 2004; Hwang vy cols., 2005).

La existencia de alteraciones en los niveles de expresion de PPARy en hipertension es
un tema aun bastante controvertido. Tanto en arterias de conductancia como de
resistencia procedentes de ratas SHR se ha descrito una menor expresion vascular de
PPARy, lo que justificaria el incremento en la proliferacion, migracion, inflamacion y
fibrosis asociado a este modelo hipertensivo (Wu y cols., 2004). Similares resultados
obtuvieron Ameshima y cols. (2003) en un modelo de hipertensién pulmonar. Sin
embargo, el andlisis de la expresidn de PPARy llevado a cabo por Diep y Schiffrin (2001)

en vasos sanguineos y en cultivos de CMLV de ratas SHR, las cuales tienen una
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mutacién en el gen que codifica para la translocasa de acidos grasos (gen cd36), revela
gue dicha expresion es mayor, lo que interpretan como un posible mecanismo
compensatorio en respuesta tanto a la actividad disminuida de cd36, como al aumento
en la proliferacion celular y estado inflamatorio vascular. Por su parte, Xiong y cols.
(2005) observaron que, aunque los niveles de ARNm de PPARy eran superiores en
CMLYV de ratas SHR en cultivo, los de proteina eran inferiores, sugiriendo una alteracién
en los mecanismos de regulacidon postranscripcional de la expresidon de este receptor

asociados a la hipertension.

4.3. PPARa

PPARa fue el primer miembro de la familia PPAR clonado y se expresa en numerosos
tejidos donde el catabolismo lipidico es importante como en higado, rifidn, intestino,
tejido adiposo marrén, musculo o corazén, modulando la expresiéon de enzimas
relacionadas con la w y B-oxidacién y el transporte de acidos grasos y el metabolismo
de lipoproteinas (Staels y Fruchart, 2005). Ademas, PPARa se expresa en macrofagos,
monocitos, linfocitos T (Neve y cols., 2000; Marx y cols., 2002) y en todos los tipos
celulares presentes en la pared vascular, contribuyendo a la regulacion de la

inflamacidn en el sistema cardiovascular (Staels y cols., 1998; Berger y Moller, 2002).

PPARa puede ser activado por una amplia variedad de ligandos endégenos como acidos
grasos y sus derivados, por eicosanoides, acido docosahexaenoico (DHA), productos de
la lipodlisis de lipoproteinas o fosfolipidos oxidados, asi como por ligandos sintéticos
pertenecientes a la familia de los fibratos (Berger y Moller, 2002; Staels y Fruchart,
2005). Los efectos metabdlicos beneficiosos ejercidos por los agonistas PPARa se
producen, en parte, por estimular la lipdlisis de las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) e incrementar la actividad hepatica de la LPL, disminuir la expresién en higado
de la apolipoproteina C-lll (apo C-lll, responsable de la produccién de VLDL), aumentar
los niveles del gen apo A-l (responsable de sintetizar lipoproteina de alta densidad o
colesterol HDL) y reducir los niveles de triglicéridos (Staels y Fruchart, 2005; Leibovitz y
Schiffrin, 2007). Ademas, estimulan la captura de acidos grasos por la célula y su
catabolismo intratracelular, aumentando la actividad de la carnitina palmitoil

transferasa | (CPT-I) y de la acil-CoA sintasa (Duran-Sandoval y cols., 2003). De ahi que
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estos agonistas sean utilizados en el tratamiento de hipertrigliceridemias,
hiperlipidemias, dislipidemias y aterosclerosis (Neve y cols., 2000), donde ademas se ha
demostrado que, al igual que PPARYy, reducen el riesgo de accidentes cardiovasculares

asociados a estos desérdenes metabdlicos (Staels y Fruchart, 2005; Staels, 2007).

Ademas de sus multiples efectos sobre el metabolismo lipidico, PPARa presenta
propiedades antiinflamatorias a varios niveles. Asi, ratones deficientes para PPARa
muestran una exagerada respuesta inflamatoria vascular inducida por LPS o leucotrieno
B4 (LTB4) (Delerive y cols., 1999a; Berger y Moller, 2002). La activacién de PPARa puede
reprimir la expresion de mediadores inflamatorios inducidos por estimulos
inflamatorios extracelulares. Los agonistas PPARaq, entre otros efectos, pueden inhibir
la produccion de IL-6, prostaglandinas y la expresion de COX-2 inducida por IL-1B en
células del musculo liso adrtico (Staels y cols., 1998), asi como reducir la expresion de
VCAM-1 inducida por TNF-a (Marx y cols., 1999) o de ET-1 inducida por trombina

(Delerive y cols., 1999b) en células endoteliales.

Los efectos antiinflamatorios descritos se deben mayoritariamente a la capacidad de
estos receptores de regular por mecanismos de transrepresidon, de modo similar a
como lo hacia la isoforma v, la activacion de factores de transcripcion proinflamatorios
entre los cuales se encuentran STAT-1, NF-kB o AP-1 (Neve y cols., 2000; Delerive y

cols., 1999a).

PPARa puede reducir, ademas, el estrés oxidativo. En ratas infundidas con Ang Il se ha
descrito que la activacién de PPARa impide el aumento de presidn arterial, disminuye
el remodelado vascular de arterias pequefias de resistencia, y mejora la disfuncién
endotelial, efectos que se asocian a la reduccion de la produccién de O,” por la
NAD(P)H oxidasa y de mediadores inflamatorios en la pared vascular (Diep y cols.,
2002a). Por otra parte, se ha demostrado que fosfolipidos oxidados pueden activar
PPARa en células endoteliales e inducir la expresion de MCP-1 e IL-8, sugiriendo un
efecto potencial proinflamatorio de PPARa en estas células (Tham y cols., 2003). Estos
resultados contradictorios sugieren que son necesarios mds estudios para valorar

dichos beneficios.
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4.4. PPARB/S

PPARB/6 se expresa en niveles bajos pero en una gran variedad de tejidos y tipos
celulares, mayoritariamente en cerebro, tejido adiposo y piel, y en menor proporcién
en tracto digestivo, corazon, rifidn, higado, cardiomiocitos, células del musculo
esquelético, macréfagos, monocitos y todos los componentes de la pared vascular
(Braissant y cols., 1996; Berger y Wagner, 2002; Wang y cols., 2003). Regulan la
mielinogénesis, intervienen en la maduracién de las células gliales, en la implantacidn
del embridn y la fertilidad (Kota y cols., 2005) y actian como un factor de transcripcién
termogénico por inducir genes implicados en la oxidacion de acidos grasos y disipacidon

de energia (Wangy cols., 2003).

Estos PPAR pueden ser activados por ligandos enddgenos como eicosanoides y acidos
grasos saturados y no saturados (Berger y Moller, 2002). Los beneficios de los agonistas
de estos receptores han sido demostrados en hiperlipidemias, aterosclerosis vy
obesidad (Staels y Fruchart, 2005). Asi, se ha demostrado su participaciéon en la
disminucion de los niveles de triglicéridos y glucosa en modelos de ratones con
diabetes tipo Il (Berger y cols., 1999), en la disminucién del incremento de colesterol
HDL en ratones db/db (Leibowitz y cols., 2000) y de los niveles de triglicéridos en

monos obesos Rhesus (Oliver y cols., 2001).
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La hipertensién arterial se considera una enfermedad de naturaleza inflamatoria que
presenta niveles incrementados de citoquinas circulantes como IL-13, de moléculas de
adhesidén celular, de mediadores proinflamatorios como Ang Il, asi como una elevada
expresion y actividad de enzimas proinflamatorias como COX-2. Asociado a este estado
proinflamatorio se observa un incremento en el estrés oxidativo plasmatico y vascular,
debido a la alteracidon de la activacién de proteinas generadoras de O,” como la
NAD(P)H oxidasa y/o de los sistemas antioxidantes, como las SODs, que contribuiria a la
disminucion de la biodisponibilidad de NO y la disfuncion endotelial observada en esta
patologia. El aumento de ROS también es responsable de la activacién de factores de
transcripcion redox-sensibles como NF-kB, implicado en la induccion de la expresion de
citoquinas como IL-1B y de enzimas como COX-2. Todo ello podria estar implicado en
las alteraciones vasculares funcionales, estructurales y mecanicas caracteristicas de la

hipertensidn contribuyendo asi a la génesis y/o mantenimiento de la ésta.

Los PPAR son factores nucleares que se expresan en los distintos tipos celulares de la
pared vascular y ejercen sus efectos a través de mecanismos implicados en la reduccidn
del estrés oxidativo y antagonizando las rutas de activacidn de factores de transcripcién
proinflamatorios implicados en la liberacion de citoquinas o en la expresion de enzimas

como COX-2.

El objetivo general de este trabajo ha sido analizar la modulacion por PPARy de la
expresion de COX-2 y del estrés oxidativo asi como su papel en las alteraciones
vasculares asociadas a la hipertensidn. Para ello, se estudiaron los siguientes objetivos

concretos:

1. La regulacion por PPARy de los efectos de la citoquina proinflamatoria IL-1B sobre la
expresion vascular de COX-2.
2. La participacion de ROS y NF-kB en la expresién de COX-2 inducida por IL-1B, y la

modulacion de ambos mecanismos por PPARy.
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3. El efecto de la activacion de PPARy sobre el mantenimiento de la hipertensién, asi

como sobre las alteraciones vasculares funcionales, estructurales y mecanicas

asociadas a esta patologia.

4. La participacion de COX-2, ROS y NO en la funcién vascular de animales hipertensos y

su modulacién por agonistas PPARYy.

Para llevar a cabo estos objetivos hemos utilizado CMLV de aorta de ratas normotensas

e hipertensas en las que principalmente se ha analizado:

La expresion de COX-2 estimulada por IL-1B en ausencia y en presencia de
pioglitazona o en cultivos transfectados con siRNA para PPARy.

Los niveles de ROS y la expresion y actividad de la NAD(P)H oxidasa tras la
estimulacion con IL-1B en ausencia y en presencia de pioglitazona.

El efecto de farmacos antioxidantes en la expresién de COX-2 inducida por IL-
1B.

La activaciéon del factor de transcripcion proinflamatorio NF-kB tras la
estimulacion con IL-1B en ausencia y en presencia de pioglitazona.

El efecto de farmacos inhibidores del proteasoma, que inhiben la activacion de

NF-kB, en la expresion de COX-2 inducida por IL-1PB.

Por otra parte, se han utilizado ratas hipertensas tratadas o no con el agonista PPARy

pioglitazona y su correspondiente control normotenso donde se ha analizado el efecto

del tratamiento sobre:

100

La presion arterial.

Las propiedades estructurales y mecanicas, asi como la funcién vascular
(respuestas vasodilatadoras y vasoconstrictoras) de arterias de resistencia.

La expresion vascular de COX-2, la produccion de prostanoides y su
participacién en las respuestas vasoconstrictoras.

Parametros de estrés oxidativo a nivel plasmatico (MDA) y vascular (niveles de
anién superoxido, expresion de NAD(P)H oxidasa y de las enzimas detoxificantes
superoxido dismutasa y catalasa), asi como la participacién de ROS en las

respuestas vasoconstrictoras.
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= La expresidon vascular de eNOS y la participacién de NO en las respuestas
vasoconstrictoras.

= La expresion vascular de PPARy.
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1. MATERIAL BIOLOGICO

Para la realizacion de este estudio se han utilizado ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) y su control normotenso Wistar Kyoto (WKY) de 5 6 6 meses de edad, criadas en
el animalario de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Rey Juan Carlos
(numero de registro ES280920000023), donde se mantuvieron bajo las normas
institucionales establecidas (temperatura constante; ciclo de luz/oscuridad de 12 h y
acceso libre a comida y agua). Para una parte de este trabajo se han utilizado ratas SHR
tratadas con pioglitazona (2,5 mg/Kg x dia) durante 28 dias. El tratamiento se
administré por via oral, para lo cual se disolvid el farmaco en el agua de bebida con

0,5% de carboximetilcelulosa.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion y desangrados. Todos los
experimentos cumplieron los requisitos de las leyes espafnolas y europeas (RD 223/88

MAPA y 609/86).

Para la obtencién del plasma, se recogieron las muestras de sangre de las ratas
mediante puncion cardiaca. La sangre fue recogida cuidadosamente en tubos, para
evitar la lisis de los hematies, utilizando 15% K3EDTA como anticoagulante (BD
Vacutainer Systems, Preanalytical Solutions, Plymouth, UK) y conservada en hielo. A
continuacion, la sangre se centrifugd a 1.500xg durante 10 min a 49C. Tras la
centrifugacién, se recogio el plasma y se mantuvo a -802C hasta su utilizacion para

determinar la concentracién de malondialdehido (MDA).

Se utilizaron cultivos de CMLV obtenidos a partir de aorta toracica de ratas WKY y SHR
de 5 meses de edad. Estas células se estimularon con la citoquina proinflamatoria IL-13
y/o con H,0, en ausencia y en presencia del agonista PPARa fenofibrato y/o de los
agonistas PPARy pioglitazona, rosiglitazona y 15d-PGJ, y se analizé: 1) la expresion
proteica en extractos celulares totales de COX-2, NOX-1 y p-IKK y en extractos
nucleares de la subunidad p65 del factor de transcripcién NF-kB, mediante Western
Blot, 2) la produccion de O, y H,O, mediante las técnicas de dihidroetidio (DHE) vy
diclorofluoresceina (DCF), respectivamente; 3) la actividad de la NAD(P)H oxidasa

vascular mediante la quimioluminiscencia emitida por la reaccion entre la lucigenina y
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0,7; y 4) el efecto de la transfeccién de los cultivos con un ARN de interferencia
especifico para PPARy sobre los niveles de ARNm de COX-2 mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR). Para algunos experimentos se
utilizaron cultivos de fibroblastos procedentes de aorta de ratas SHR de 5 meses de

edad.

Para los estudios de estructura, mecdnica y funcion vascular se utilizaron arterias
mesentéricas de resistencia (AMR) procedentes de ratas WKY y SHR de 6 meses de
edad, asi como de SHR tratadas con el activador PPARy pioglitazona. El dia del
experimento los animales fueron sacrificados y una vez extraido el mesentéreo, se
introdujo en una solucién de Krebs-Henseleit (KHS) burbujeada con una mezcla de 95%
de O, y 5% de CO, (pH=7,4) y mantenida a 42C. Las arterias mesentéricas de resistencia
fueron cuidadosamente disecadas y limpiadas de grasa adyacente y tejido conectivo e
introducidas en la misma solucién de KH. La composicién de KHS fue la siguiente (en
mM): NaCl 115,0; KCI 4,6; CaCl, 2,5; KH,PO, 1,2; MgS0,-7H,0 1,2; NaHCO; 25,0;
Glucosa 11,1; Na,EDTA 0,01 a pH=7,4.

En las terceras ramas de estas arterias se estudio: 1) la estructura y mecdnica vascular
mediante miografia de perfusion; 2) la respuesta contractil inducida por fenilefrina y la
respuesta vasodilatadora a acetilcolina en experimentos de reactividad vascular
mediante miografia de alambres; 3) la localizaciéon de la proteina COX-2 por
inmunohistoquimica; y 4) la produccién de O," mediante la determinacion de la
fluorescencia producida por la oxidacién del DHE. Arterias procedentes de todo el lecho
mesentérico se utilizaron para determinar: 1) la expresidon de las proteinas COX-2,
Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, EC-SOD y eNOS mediante técnicas de Western Blot; 2) los niveles
de ARNm de COX-2, NOX-1, catalasa, PPARa y PPARy mediante RT-PCR; y 3) la
produccién de PGl,, 8-isoprostano y PGF,, en el medio de incubacidn de las arterias
mediante enzimoinmunoensayo con kits comerciales. Las muestras se mantuvieron a -

809C hasta el dia de su procesamiento.
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2. MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL

La presion arterial de las ratas se determind con la técnica de pletismografia en la
arteria caudal, originalmente descrita por Bufiag (1973). El equipo utilizado para medir

la presion es un modelo NIPREM 645 (Cibertec, Madrid, Espafia).

Antes de realizar las medidas, las ratas se mantuvieron en una estufa a 372C durante 30
min para permitir la dilataciéon de la arteria caudal. Tras este periodo se colocd un
manguito de presion y un sensor de pulso en la cola de la rata. La medida indirecta de
la presidn arterial con este método es basicamente como la medida que se lleva a cabo
con un esfigmomandmetro y el proceso es el mismo que se utiliza en humanos. La
presion arterial sistdlica se alcanza cuando se detecta nuevamente la onda de pulso
tras colapsar la arteria caudal. Para obtener valores de la presion arterial sistdlica de

cada rata se realizaron un minimo de cinco medidas y se calculd la media de todas ellas.

Para asegurar la fiabilidad de las medidas, los animales fueron sometidos a un proceso
de acostumbramiento una semana antes de comenzar el tratamiento. Las medidas de
presién arterial en cada rata se realizaron semanalmente durante el tratamiento con

pioglitazona.

3. CULTIVOS DE CELULAS MUSCULARES LISAS

Se trabajo con cultivos primarios de CMLV de aorta procedentes tanto de ratas WKY
como SHR obtenidos por explante tisular inmediato al sacrificio del animal, como se
indica a continuacion. Cada cultivo celular procede de aortas de tres animales, de

manera que se minimiza la variabilidad que existe entre animales.

3.1. OBTENCION DE LAS CMLV

De forma inmediata al sacrificio del animal, se aislo la aorta y se colocd en un tubo con
medio de cultivo DMEM-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), conteniendo L-glutamina (1 g/l), piruvato (1 g/lI), D-glucosa (1 g/l) y NaHCO;
(0,08%) para estabilizar el pH del medio y suplementado con seroalbumina bovina

(BSA, 0,1%, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) y antibidticos (200 U/ml de
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penicilina y 200 pg/ml de estreptomicina, P-S, Invitrogen), con el objeto de reducir

posibles contaminaciones durante la manipulacion.

A partir de este momento se trabajoé dentro de una campana de cultivo de flujo laminar
NU-425-300 clase 2 (NUAIRE, Plymouth, MN, USA) con el fin de preservar la méxima
esterilidad. Para permitir una mayor manejabilidad de la arteria, ésta se colocé sobre
una placa petri cuya superficie se cubrié con silicona (SYLGARD-Silicone elastémero,
Dow Corning Corporation, Midland, MlI, USA) y se fijé por los extremos con 2 agujas. Se
elimind la grasa perivascular bajo una lupa Leica S6D (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Una vez limpia de grasa, para facilitar la eliminacion mecanica de la capa
adventicia vascular, la arteria se incubd con colagenasa tipo Il (2 mg/ml) disuelta en
DMEM suplementado con BSA (0,1%) y con antibidticos (P-S), durante 30 6 40 min a
372C en un incubador NU Autoflow 4750 (NUAIRE) con 95% de aire y 5% de CO,.

Al final de la incubacion y bajo la lupa se elimind cuidadosamente la capa adventicia,
usando pinzas de diseccidn. De esta capa se extrajeron los fibroblastos como se indica
posteriormente. A continuacion, la arteria sin adventicia se troced en fragmentos de
aproximadamente 2-3 mm que se colocaron en placas de 6 pocillos de 2 cm? de
superficie (Tissue Culture Plate, Sarstedt, Nimbrecht, Alemania) con 2 ml de medio de
cultivo DMEM suplementado al 10% con suero fetal bovino (FBS, Reactiva S.A.,
Barcelona, Espafia) descomplementado, y con una mezcla de penicilina (100 U/ml) y

estreptomicina (100 pg/ml).
3.2. CRECIMIENTO DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CMLV

Las placas fueron colocadas en el incubador a 372C con una mezcla de 95% de aire y 5%
de CO,. Transcurridos unos 7-10 dias se comprobo la aparicion de CMLV adheridas a la
placa procedentes de los explantes tisulares. Durante ese tiempo se fue afiadiendo
medio de crecimiento cada 48-72 h. Una vez alcanzado en la placa el 50% de
confluencia, se retiraron los fragmentos de aorta y se dejo crecer unos 2-3 dias mas en
medio de cultivo DMEM. Cuando se alcanzé una confluencia del 60-70%,
aproximadamente a los 15 dias de la extraccion, las células fueron despegadas. Para

ello, en primer lugar las células se lavaron 3 veces con PBS sin Ca’' y sin Mg”*
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(Invitrogen), manteniéndose el tercer lavado durante 15 min a 372C con el fin de
favorecer la disgregacion celular. A continuacion, se retiré el medio de lavado y para
despegar las células se incubaron durante 1 min a 372C con tripsina-EDTA al 0,05%
(Invitrogen). Se neutralizo la tripsina afiadiendo DMEM con FBS al 10% y las células se
sembraron en frascos de 25 cm” (Sarstedt) para aumentar la cantidad de células y el
numero de pase. Cada tripsinizacién o pase se llevd a cabo con una frecuencia media
de entre 4-7 dias. Los experimentos se realizaron en subcultivos de CMLV

correspondientes a los pases comprendidos entre el nimero 3y el 8.
3.3. CARACTERIZACION DE LAS CMLV

Las CMLV en cultivo se estudiaron morfolédgicamente mediante microscopia dptica de
contraste de fase (Microscopio Invertido Zeiss, Axiovert 25, Jena, Alemania). Durante su
crecimiento, las células formaron varias monocapas que se solapaban, originando una
estructura morfoldgica tipica del musculo liso cultivado, llamada estructura en “colinas
y valles” (hills and valleys). Las células mantuvieron la morfologia de musculo liso a lo
largo de su crecimiento en todos los subcultivos utilizados para los distintos

experimentos.

El fenotipo de las CMLV en cultivo se determind mediante técnicas de
inmunocitoquimica, determindndose la presencia de a-actina, ya que es la primera
proteina que se expresa en las células musculares lisas. Para ello, las células se
incubaron con el anticuerpo primario anti a-actina procedente de ratén (dilucién 1:200,
Sigma Chemical Co), seguido de incubacion con el anticuerpo secundario fluorescente
anti-raton FITC diluido 1:10 (Ex 494 nm; Em 518 nm). La fluorescencia se visualizé
mediante un microscopio confocal Leica TCS SP2 (Wetzlar, Germany), utilizando un

objetivo de 63Xaceite (zoom 2X) (Fig. 29).
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Fig. 29: Fotografia de CMLV en la que se pueden apreciar las fibras de a-actina (verde).

3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN CMLV

Antes del tratamiento con los distintos farmacos, los cultivos de CMLV se ayunaron
durante 24 h en un medio libre de suero con el objeto de mantener las células en
estado quiescente. Para ello, se retiré el medio DMEM con FBS al 10% y se sustituyd en

cada pocillo por 1 ml de DMEM suplementado con BSA al 0,1% y antibioticos P-S.

Para analizar el efecto de la IL-1B sobre la expresion de COX-2 y otras proteinas
implicadas en la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo, las CMLV procedentes de
ambas cepas se incubaron durante 24 h con la citoquina proinflamatoria. En primer
lugar se realizd una curva con diferentes concentraciones de IL-1B (1-10 ng/ml) para
determinar la concentraciéon mds adecuada. Una vez seleccionada la concentracién de

IL-1B de 10 ng/ml, se realizaron los siguientes abordajes experimentales (Fig. 30).

Ayuno Farmacos IL-18 Recogida de muestra
W W W W
t 4 4 4
0 24 42 66 horas

Fig. 30: Esquema representativo del protocolo experimental utilizado en los experimentos de
cultivos celulares de ratas WKY y SHR estimulados con IL-1p.
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Para analizar la participacion de ROS en el efecto de IL-1B sobre la expresion de COX-2,
los cultivos celulares se incubaron con apocinina (30 uM) y alopurinol (100 uM),
respectivos inhibidores de NAD(P)H oxidasa y xantina oxidasa, las principales fuentes
de ROS en la pared vascular. Ademas, se utilizd el agente barredor de H,0, catalasa

(1.000 U/ml). Estos farmacos se administraron 18 h antes del tratamiento con IL-1pB.

En algunos experimentos se estudid el efecto de las especies reactivas de oxigeno
sobre la expresion de COX-2, para lo cual los cultivos celulares se expusieron a H,0, (50
M) durante 90 min. Previamente se realizé una curva con diferentes concentraciones

de H,0; (1-50 uM) a diferentes tiempos (90 min-4 h).

Para analizar la participacion de PPARa y PPARy en la induccién de COX-2 y otras
proteinas implicadas en la respuesta inflamatoria llevada a cabo por IL-1B y por H,0,,
los cultivos celulares se trataron con los agonistas PPARa [fenofibrato (1-50 uM)] y/o
PPARy [pioglitazona (1-30 uM), rosiglitazona (1-30 puM) y 15d-PGJ, (0,1-10 puM)]

durante las 18 h previas al tratamiento con IL-1B o H,0,.

4. CULTIVOS DE FIBROBLASTOS ADVENTICIALES

Los cultivos de fibroblastos se obtuvieron a partir de aorta de SHR de acuerdo con el
método descrito previamente por Kim y cols. (1999). Tras la digestion de la aorta con
colagenasa, se disecd la capa adventicia y se cortd en pequefios fragmentos que se
colocaron en placas de 6 pocillos que contenian 3 ml de DMEM/F-12 (Ham, Invitrogen)
suplementado con 10% FBS y una mezcla de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina
(100 pg/ml). Al cabo de 4-5 dias, cuando los cultivos se encontraron aproximadamente
a un 30% de confluencia, se tripsinizaron las células y se sembraron en frascos de
cultivo de 25 cm?. Para evitar la diferenciacién de los fibroblastos en miofibroblastos, a
partir del pase 2 las células se suplementaron con 10 ng/ml de factor de crecimiento de
fibroblastos (B-FGF, Invitrogen) y 5 pg/ml de heparina (Sigma Chemical Co). Los
fibroblastos se caracterizaron mediante microscopia dptica por la ausencia de “colinas
y valles” y mediante microscopia confocal por la tincion inmunocitoquimica negativa
con el anticuerpo anti a-actina y la tincion positiva con el anticuerpo primario anti-

vimentina (dilucion 1:200, NeoMarkers, Westinghouse, CA, USA) seguido de anticuerpo
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secundario fluorescente anti-ratén FITC (Ex 494 nm; Em 518 nm) (Fig. 31). Los cultivos

de fibroblastos se emplearon entre los pases 2 y 5.

Fig. 31: Fotografia de fibroblastos en la que se pueden apreciar las fibras de vimentina (rojo).

4.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN FIBROBLASTOS ADVENTICIALES

Al igual que en los cultivos de CMLV, antes del tratamiento con los distintos farmacos,
los cultivos de fibroblastos se ayunaron durante 24 h en un medio libre de suero. Para
ello se retird el medio DMEM/F-12 (Ham) con FBS al 10% y se sustituyd en cada pocillo
por 1 ml de DMEM/ F-12 (Ham) suplementado con BSA al 0,1% y antibioticos P-S.

Para analizar el efecto de la IL-1B sobre la expresiéon de COX-2, los fibroblastos se
incubaron durante 24 h con la citoquina proinflamatoria a una concentracion de 10

ng/ml.

Para analizar la participacion del agonista PPARy en la induccion de COX-2, los cultivos
celulares se trataron con el agonista PPARy pioglitazona (10 uM) durante las 18 h

previas al tratamiento con IL-1pB.

5. MIOGRAFIA DE PERFUSION

Para el estudio de las propiedades estructurales y mecdnicas de las arterias
mesentéricas de resistencia se utilizé el método descrito por Coats y Hillier (1999) que
permite medir los cambios en el diametro externo e interno del vaso en condiciones

gue se asemejan a las condiciones fisioldgicas. Para ello, se utilizé la tercera rama de

112



MATERIALES Y METODOS

dichas arterias sumergidas en una solucion de KH-0Ca*", para evitar la presencia de
tono miogénico. Las arterias se montaron entre dos microcanulas de vidrio en un bafio
de perfusidn para vasos pequefios acoplado a un miégrafo de perfusiéon (Danish Myo
Tech, modelo P100; J. P. Trading 1/S, Aarhus, Dinamarca; Fig. 32). Después de
comprobar que todas las ramas arteriales laterales estuvieran atadas, las paredes del
vaso se ajustaron hasta que estuvieron paralelas. Posteriormente, se aumentd la
presién intraluminal hasta 140 mmHg y la pared vascular se volvid a ajustar en paralelo.
A continuacion, se disminuyd la presién intraluminal a 70 mmHg y se estabilizo la
preparacion durante 30 min a 372C, antes de realizar los experimentos. Tras el periodo
de estabilizacién, y con la arteria sumergida en KH-0Ca%, se tomaron medidas del
diametro externo e interno a presiones intraluminales crecientes (3-140 mmHg).
Finalmente las arterias se fijaron con 4% de paraformaldehido (PFA) durante 1 h a 70
mmHg de presidon intraluminal y se almacenaron en PFA a 42C hasta el dia de su

utilizacion.

AN

\hid

Fig. 32: Componentes del midgrafo de presion y del bafio de perfusidén y foto de un segmento
de AMR montado entre 2 cdnulas.

5.1 CALCULOS DE LOS PARAMETROS ESTRUCTURALES Y MECANICOS

El parametro estructural relacion media/luz se ha calculado mediante la siguiente

ecuacion:

(Deoca - Dioca) / 2Dioca

donde Deoca ¥ Dioca SON, respectivamente, el didametro externo e interno a cada presion.
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Los parametros mecanicos se han determinado segiun el método de Baumbach y

Heistad (1989):

- Incremento de la distensibilidad: Es el porcentaje de cambios en el didmetro interno

en mmHg con respecto al incremento en la presion intraluminal. Se expresa en % y se

calcula en base a la siguiente férmula:

Incremento de la distensibilidad = ADjoca / (Dioca X AP) x 100

donde ADjoc, es el incremento del didmetro interno a las distintas presiones, Djgc, €s el

diametro interno a las distintas presiones y AP el incremento de presion.

- Estrés circunferencial de la pared (o): Es la fuerza por unidad de area ejercida por la

pared en sentido opuesto a la fuerza ejercida por la presion arterial (Dobrin, 1978). Se

expresa en (N/m?, dinas/cm?):
0 = (P x Dipca) / (2 x Grosor de la pared)

donde P es la presién intraluminal (1 mmHg = 1,334 x 10% N/m?) y el grosor de la pared

es:
(Deoca - Dioca) / 2 a cada presion intraluminal en 0Ca’®"-KHS.

- Tension (€): Es el incremento fraccional en el didmetro de un vaso cuando se somete a

una presion intraluminal:

€ = (Dioca - Dooca) / Dooca

donde Dggca €s el diametro a 3 mmHg vy Dioca €s el didmetro interno a las distintas

presiones.

- Relacion Estrés-Tension: La relacidn estrés-tension es el médulo eldstico de Young (E):

E=0/¢
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Esta relacién proporciona una medida de la rigidez intrinseca de un tejido
independientemente de la geometria (Dobrin, 1978). La relacién estrés-tensién (G/€)
no es lineal por lo que es mas apropiado calcular el mddulo eldstico tangencial o
incremental (Ei,) a través de la pendiente de la curva estrés-tensién (Ei,c = do/dg;
Dobrin, 1978). Para determinar la rigidez intrinseca de un tejido, el Ej,. se calcula
aproximando los datos de la relacidn estrés-tensién de cada animal a una curva

exponencial usando la ecuacion:
Re
G = Ogrig €

donde Gyig es el estrés en el didmetro inicial (didmetro a 3 mmHg). Realizando la
derivada de dicha ecuacidn se obtiene E;,. = 6. Para un valor determinado de o, I8 es
directamente proporcional a Ej,.. Un incremento en B implica un incremento en E,,
gue significa un incremento en la rigidez intrinseca; por lo tanto, la relacidon estrés-
tensidn en arterias es una curva exponencial. Esta caracteristica se debe a la distinta
participaciéon de la elastina y el colageno en la mecanica del vaso. La primera parte de la
curva representa el comportamiento de la elastina, ya que esta proteina empieza a
estirarse a presiones intraluminales bajas; la elevada distensibilidad de la elastina
determina que cambios pequefios de presion (estrés) produzcan grandes cambios de
didmetro (tension). La segunda parte de la curva, con mayor pendiente, refleja el
comportamiento de la elastina ya estirada y del coldgeno, el cual al ser mucho mas
rigido, no permite grandes cambios en las dimensiones del vaso, aunque el aumento de

presion sea grande (Dobrin, 1978).
5.2. ESTUDIO POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE LA DISTRIBUCION NUCLEAR

Las arterias intactas fijadas bajo presién se incubaron con el colorante nuclear Hoechst
33342 (0,01 mg/ml) (Sigma Chemical Co) durante 15 min. Después de realizar 3 lavados
de 10 min, las arterias se montaron sobre portaobjetos con unos separadores de
silicona para evitar la deformacién de la arteria. La fluorescencia fue detectada usando
un objetivo de inmersion de 63X,cite €N UN Microscopio confocal invertido Leica TCS
SP5, equipado con un laser kripton/argon (Wetzlar, Alemania) (Aex=351-364 nm y Aem=

400-500 nm). Se tomaron imagenes de cortes seriados de 0,5 um de grosor desde la
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adventicia al lumen, en al menos dos secciones de diferentes regiones a lo largo de la
arteria. Después, las proyecciones individuales de los vasos se reconstruyeron con un
software de andlisis de imagen Metamorph (Molecular Devices Corporation,

Downingtown, PA, USA) y se obtuvo la vista transversal del stack.

6. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR

Los estudios de reactividad en AMR se realizaron segin el método descrito por
Mulvany y Halpern (1977). Para ello, segmentos arteriales de aproximadamente 2 mm
de longitud se transfirieron a un bano de drganos de un miégrafo dual isométrico (JP-
Trading, Dinamarca), en el cual dos alambres de acero de 40 um de didmetro se

introdujeron por la luz de la arteria (Fig. 33).

Después de un periodo de estabilizacion de 30 min en KHS oxigenada a 372C y pH de
7,4 las arterias se estiraron gradualmente hasta conseguir la tensién éptima en funcién
de su diametro. Para ello, en cada segmento arterial se determind la relacién entre la
tension de la pared vascular y la circunferencia interna del vaso y, a partir de ella, la
circunferencia interna correspondiente a una presion transmural de 100 mmHg para un
vaso relajado in situ (Ligp). Para la realizacion de los experimentos, las arterias se
situaron con una circunferencia interna Ly, siendo L; = 0,9 x L1gg, circunferencia a la cual
el desarrollo de fuerza es maximo. El didmetro de las arterias se determiné como |4 =
L;/mt. Una vez finalizado el proceso de normalizacion, los segmentos arteriales se
lavaron y se equilibraron durante 30 min. A continuacion, se comprobd la contractilidad
de los segmentos por exposicion de los mismos a una solucidn de alta concentracién de
potasio (K*-KHS, 120 mM) la cual es idéntica a KHS excepto que NaCl fue remplazado

por KCl a una concentracion equimolar.
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Fig. 33: Esquema representativo del midgrafo de alambres donde se realizaron los
experimentos de reactividad vascular.

6.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

En primer lugar se determind la presencia de endotelio funcional por la capacidad de
10 uM de acetilcolina (ACh) de producir relajacidon en arterias previamente contraidas
con el agonista de receptores ai-adrenérgicos fenilefrina a una concentracion tal que
induce aproximadamente el 50% de la contraccién producida por K'-KHS. Se
consideraron segmentos con endotelio funcional aquellos que relajan con ACh mas de
un 80% del tono previo en ratas WKY y mas de un 60% en las ratas SHR. A continuacion
se procedio al lavado de las preparaciones arteriales y tras 30 min de incubacién con
distintos farmacos, se realizé una curva concentracién-respuesta a fenilefrina (0,1-30
M) (Fig. 34). En otro grupo de experimentos, se afiadié iloprost (1 uM) a las arterias
precontraidas con fenilefrina a una concentracién que produce aproximadamente un

50% de la contraccién inducida por K*-KHS en cada caso.
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Fig. 34: Esquema general representativo del protocolo experimental realizado en los
experimentos de reactividad vascular en arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY y
SHR. ACh= acetilcolina.

La participacién de los derivados de la COX-2 en la contraccion inducida por fenilefrina
se analizo utilizando el inhibidor selectivo de COX-2 NS 398 (1 uM), el antagonista del
receptor del TXA,/PGH, SQ 29,548 (1 uM), el inhibidor de la TXA, sintasa furegrelato (1
uM), el antagonista del receptor EP1/EP3 para la PGE, SC 19220 (10 uM), el inhibidor de
la PGI, sintasa tranilcipromina (10 uM) y el antagonista del receptor IP RO 1138452 (1

uM).

Para determinar el papel del anién superéxido en la contraccién inducida por
fenilefrina se utilizaron los respectivos inhibidores de las enzimas NAD(P)H oxidasa y

xantina oxidasa, apocinina (0,3 mM) y alopurinol (0,3 mM).

Para analizar el papel del NO en la respuesta contractil inducida por fenilefrina se
estudid el efecto producido por L-N“-nitroarginina metil éster (L-NAME, 100 uM),

inhibidor no selectivo de la NOS, sobre dicha respuesta.

Para determinar el papel del endotelio en la contraccion inducida por fenilefrina, se
elimind mecénicamente esta capa vascular. Para ello, una vez montadas las arterias se
procedid a introducir un pelo de caballo por la luz del vaso seglin el método descrito
por Osol y cols. (1989). La ausencia de endotelio se determiné por la incapacidad de la

acetilcolina de inducir respuestas vasodilatadoras.

7. OBTENCION DE EXTRACTOS NUCLEARES Y CITOPLASMATICOS

Las CMLV crecidas en placas p100 (Sarstedt) fueron lavadas con PBS frio 2 veces y
homogeneizadas en 100 pl de Buffer A (20 mM HEPES pH=8; 10 mM KCl; 0,15 mM
EDTA pH=8; 0,15 mM EGTA pH=8). Tras 5 min en hielo, y para evitar la lisis de los
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nucleos, se afiadié 1/5 de “Sucrose Restore Buffer” (50 mM HEPES pH=7; 25 mM EDTA
pH=8; 10 mM KCl; 70% sacarosa). Después de centrifugar 5 min a 42C y a 5.000 rpm se

almacend el sobrenadante, que contiene los extractos citoplasmadticos, y sobre el

precipitado, donde se localizan los nucleos, se afiadieron 50 pl de Buffer B (20 mM
HEPES; 50 mM NaCl; 25% glicerol; 0,25 mM EDTA pH=8; 0,15 mM EGTA pH=8; 1,5 mM
MgCl,). Sin permitir la disgregacion del precipitado y con el fin de eliminar restos
citoplasmaticos, se agitd con cuidado para lavar los nucleos y se centrifugd durante 5
min a 42C y a 5.000 rpm. Se descarté el sobrenadante y para la extraccién de las
proteinas del nucleo se resuspendio el precipitado en 30 ul de Buffer C (20 mM HEPES
pH=8; 450 mM NaCl; 25% glicerol; 0,25 mM EDTA pH=8; 0,15 mM EGTA pH=8; 1,5 mM
MgCl,) durante 30 min en agitacién orbital a 42C. Tras este periodo se agitd con vortex
10 seg y se centrifugd 5 min a 42C y a 14.000 rpm y el sobrenadante, donde estan los

extractos nucleares, se almacend a -802C hasta su utilizacion.

8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS

La expresion de las proteinas se determind mediante técnicas de Western Blot. Los
cultivos de CMLV vy fibroblastos se lavaron 2 veces con PBS con ca® y Mg2+ después del
tratamiento y se rascaron en 100-150 pl de buffer de lisis (10 mM Tris, pH=7,4; 1% SDS;
1mM NasVO,) previamente calentado hasta su ebullicién. En los experimentos de
Western Blot para NOX-1 la solucién de homogenizacion fue la siguiente: 5 mM EDTA;
150 mM KCl; 10 mM Tris-HCI pH=7,4; 0,5% NP-40; 1 mM NasVO,; y 1ml “Inhibitor
Cocktail Complete” (Roche) 50X/50 ml.

En el caso de las arterias mesentéricas, éstas fueron homogeneizadas con un
homogeneizador de vidrio en un buffer Tris-EDTA (50 mM Tris; 1ImM EDTA, pH=7,4). A
continuacion, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 42Cy a 10.000 rpm, para

separar posibles fragmentos celulares, recogiéndose el sobrenadante.

La concentracion de proteinas en los lisados celulares y en los homogenados arteriales
se cuantificd por colorimetria utilizando el método de Micro BCA™ Protein Assay Kit
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). Se calculé el volumen de muestra necesario

en funcidn de la cantidad de proteina que se deseaba cargar y se mezclé con un
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volumen igual de solucion de tampdn de carga o tampdn Laemmli 5X [300 mM Tris-HCl,
pH = 6,8; 10% SDS; 25% B-mercaptoetanol; 0,5% (p/v) azul de bromofenol; 50%

glicerol]. La mezcla se incubd a 952C durante 1 min para desnaturalizar las proteinas.

En un sistema de electroforesis Mini-Protean® 3 Cell (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA), se polimerizaron dos geles de dodecil sulfato sddico-poliacrilamida (SDS-
PAGE), gel 1 o gel separador (7,5, 10 6 12% acrilamida, dependiendo de la proteina a
estudiar; 4,6% Tris-HCI pH= 8,8; 0,1% SDS; 0,038% persulfato amoénico; 0,033% temed;
3,4% glicerol) y gel 2 o gel concentrador (3% acrilamida; 1,49% Tris-HCI pH = 6,8; 0,1%
SDS; 0,98% persulfato amaonico; 0,053% temed).

Para analizar la expresion de COX-2, 40 pg de homogenados arteriales y 25 ug de
lisados celulares se separaron electroforéticamente en un SDS-PAGE con 7,5% de
acrilamida. En el caso de NOX-1 y p-IKK, 25 pg de lisados celulares se separaron en un
gel al 10% de acrilamida. Para analizar la expresion de p65, 10 ug de extractos
nucleares y citoplasmaticos se separaron en un gel al 10% de acrilamida. Para Cu/Zn-
SOD y Mn-SOD, 5 pg de homogenados arteriales se separaron en un gel al 12% de
acrilamida. Para analizar la expresion de EC-SOD, 20 pg de homogenados arteriales se
separaron en un gel al 12% de acrilamida. Para analizar la expresion de eNOS 30 pg de
homogenados arteriales se separaron en un gel al 7,5% de acrilamida. Los geles se
introdujeron en una cubeta llena de tampdn de electroforesis (25 mM Tris; 200 mM
glicina; 1% SDS), que es un electrolito con una alta capacidad de tamponacion, y las
muestras se cargaron en el gel concentrador junto con el marcador de peso molecular
de amplio rango preteiiido (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen). A
continuacion se llevd a cabo la electroforesis aplicando un voltaje constante de 80-100
mV, haciendo que las muestras pasasen por el gel concentrador primero y por el gel

separador después.

Una vez separadas, las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de
polivinilo (Immun-BIot® PVDF Membrane for Protein Blotting 0,2 um, BioRad
Laboratories) previamente activadas con metanol. Para ello, el gel, la membrana y
varias laminas de papel Whatman se colocaron en un sistema “sandwich” dentro de un

sistema de transferencia (Mini Trans-Blot” Electrophoretic Transfer Cell, BioRad),
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inmersos en una solucidn de transferencia (25 mM Tris; 190 mM glicina; 0,05% SDS;
20% metanol) al que se le aplicd una corriente de 230 mA a 42C durante toda la noche.
Una vez transferidas las proteinas, las membranas se trataron durante 1-2 h a
temperatura ambiente en agitacién continua con solucién de bloqueo (5% leche
desnatada; 5% BSA) disuelta en solucién de lavado: 10 mM Tris-HCI pH=7,5; 100 mM

NaCl; 0,1% Tween-20, para evitar uniones inespecificas.

Tras el bloqueo, las membranas se incubaron toda la noche a 42C en agitacion continua
con los anticuerpos policlonales de conejo anti-COX-2 (1:400, Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA), anti-Cu/Zn-SOD (0,1 pg/ml, Stressgen Bioreagents Corp., Victoria,
Canada), anti-Mn-SOD (0,05 pg/ml, Stressgen Bioreagents Corp.), anti-EC-SOD (10
ug/ml, Stressgen Bioreagents Corp.), anti-p65 (1:1.000, Santa Cruz Biotechnology Inc,
Santa Cruz, CA, USA) y anti-TBP (1:2.000, Santa Cruz Biotechnology Inc), con los
anticuerpos policlonales de cabra anti-NOX-1 (1:100, Santa Cruz Biotechnology Inc),
anti-p-IKK (1:200, Santa Cruz Biotechnology Inc) y anti-IKK (1:200, Santa Cruz
Biotechnology Inc), con los anticuerpos monoclonales de ratén anti-eNOS (1:1.000,
Transduction Laboratories, Lexington, UK), anti-a-actina (1:1.500.000, Sigma Chemical
Co) y anti-B-actina-peroxidasa (1:100.000, Sigma Chemical Co), todos diluidos en
soluciéon de lavado con 5% de leche desnatada en polvo. Una vez finalizada la
incubacién con los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados sucesivos de 10 min
cada uno con solucién de lavado, para eliminar los restos de anticuerpo primario que

no se habia unido.

Tras los lavados, se incubaron las membranas durante 1 h con el correspondiente
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano: anticuerpo IgG anti-ratén
(1:5.000, Stressgen Bioreagents Corp.), anticuerpo IgG anti-cabra (1:2.000, BioRad) o
anticuerpo IgG anti-conejo (1:2.000, BioRad).

Una vez finalizada la incubacion con los anticuerpos secundarios, se volvieron a realizar
tres lavados de las membranas y los inmunocomplejos se detectaron por
quimioluminiscencia utilizando el sistema peroxidasa de rabano-luminol (Amersham™
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents, GE Healthcare, Little Chalfont,

Buckinghamshire, UK), técnica basada en la generacion enzimadtica de un éster de
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acridino que reacciona con el perdoxido, en condiciones ligeramente alcalinas,
produciendo una luz de emision muy intensa y de larga duracién. Las membranas se
expusieron a autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne,
USA) vy las senales del inmunoblot se cuantificaron usando el programa informatico de
cuantificacion del Typhoon 9210 (Amersham Biosciencies) para PC. Como control de
carga para corregir la expresion de Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, EC-SOD, eNOS y NOX-1 se
utilizé a-actina; para COX-2 se uso la expresion de a-actina en CMLV y B-actina en
fibroblastos, p-IKK se corrigié con IKK y para corregir la expresién nuclear de la

subunidad del NF-kB, p65, se uso TBP.

9. TRANSFECCION CON ARN DE INTERFERENCIA ESPECIFICO PARA PPARy
DE CULTIVOS DE CMLV DE SHR

Para comprobar si los niveles de expresion de PPARy estaban relacionados con la
activacion transcripcional de COX-2, se redujo la expresion de este receptor nuclear
transfectando cultivos de CMLV de SHR estimulados con IL-1B con siRNA (short
interfering RNA) especifico para PPARy. Con el objetivo de tener en el momento de la
transfeccion un 30-40% de confluencia, 24 h antes se sembraron 60.000-80.000 células
por pocillo en placas de 6 pocillos con 1ml de DMEM suplementado con FBS al 10%.
Tres horas antes de la transfeccion se sustituyé el medio de crecimiento por DMEM.
Una vez las células se estabilizaron, se transfectaron durante 24 h con siRNA especifico
para PPARy (siRNA HP genomewide, Qiagen-IZASA, Barcelona, Espana) y con un siRNA
control sin homologia con ARNs eucariéticos (All stars negative control Qiagen-1ZASA),
resuspendidos en un tampdn especifico para ARNs de interferencia (siRNA
resuspension buffer, Qiagen-1ZASA) a una concentracion final de 5 nM, usando como
agente transfectante HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen-1ZASA). Después se retird
el medio con el agente transfectante por DMEM con BSA al 0,1 % y las células fueron o

no tratadas 18 h con pioglitazona y estimuladas 24 h con IL-1pB.
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10. CUANTIFICACION DEL ARNm

La cuantificacién de ARNm de los genes COX-2, PPARy, NOX-1 y catalasa se llevd a cabo
en arterias mesentéricas de resistencia y en lisados celulares mediante RT-PCR, por el

método de Chomczynski y Sacchi (1987) modificado.

Para la extraccidon de ARN de cultivos de CMLV vy fibroblastos, una vez finalizados los
distintos tratamientos a los que se sometieron las células, se retiré el medio de cultivo
de las placas y se realizaron dos lavados en frio con PBS sin Ca®* y Mg?". Una vez
eliminado el PBS, se afiadid 1 ml de Trizol a cada pocillo y se lisaron las células, también
en frio, pipeteando arriba y abajo varias veces. El Trizol, buffer especifico para la
extraccién y preservacién de ARN total en un solo paso, produce la ruptura de las
células al disolver lipidos y precipitar proteinas, preservando la integridad del ARN. Para
realizar la extraccion del ARNm las arterias se homogeneizaron en frio con un Politrén
(PT-2010, Kinematica AG, Lucerna, Suiza) a 10.000xg durante 10 min en 800 ul de Trizol
(Invitrogen). A continuacidn se recogieron los sobrenadantes, a los que se afiadieron
200 pl de cloroformo. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min y se
centrifugé a 12.000xg a 42C durante 15 min. La adicién de cloroformo junto con la
centrifugacién permite la separacion de dos fases, una organica y otra acuosa, en la

cual permanece el ARN.

Para precipitar el ARN total se anadieron 500 pl de isopropanol y 10 ug de glucégeno,
cuya funcién es formar complejos con los acidos nucleicos que permitan la formacién
de precipitados visibles y facilmente manipulables. Esta mezcla se incubd durante 30
min a temperatura ambiente y se centrifugd posteriormente a 42C a 12.000xg durante
30 min. Los precipitados se lavaron con 800 ul de etanol al 75% preparado en agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se centrifugaron a 7.500xg a 42C para los
homogenados arteriales y a 10.000xg para los lisados celulares (favoreciendo asi la
adhesion de precipitados al fondo del tubo evitando que se disgreguen). A
continuacion, se retird el etanol y se dejaron secar los precipitados al aire asegurando
la completa eliminacién del alcohol, pues es un potente inhibidor de las siguientes
reacciones enzimaticas a las que se someteran las muestras. Los precipitados se

resuspendieron en 10-15 pl de agua DEPC filtrada. La cuantificacién del ARN total
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extraido se calculé midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm en un
espectrofotémetro (Eppendorf Biophotometer, Eppendorf, Hamburgo, Alemania).
Finalmente, las muestras se almacenaron a -802C hasta llevar a cabo la

retrotranscripcion.

Para evitar posibles contaminaciones con ADN gendmico, 1 ug del ARNm total fue
tratado con ADNasa | (DNase | recombinant, RNase free, Roche, Mannheim, Alemania)
y retrotranscrito a ADNc usando un kit comercial (High-Capacity cDNA Archive Kit,
Applied Biosystems Hispania, Madrid, Espafia), el cual usa una variante de alta eficacia
y rendimiento de la enzima Multiscribe Reserve Transcriptase. El protocolo se llevd a
cabo de acuerdo a las instrucciones comerciales en 20 ul de volumen de reaccién. La
mezcla se procesé en un termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf) durante 10
min a 252Cy 2 h a 379C. Se afiadid un ultimo paso a 709C durante 5 min para inactivar
la retrotranscriptasa. Finalizada la retrotrascripcion, y asumida un 100% de eficacia en
la conversion del ARN total a ADNc, los ADNc obtenidos se mantuvieron a -209C hasta

su posterior utilizacién.

La PCR a tiempo real se llevé a cabo utilizando el sistema ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems Hispania), perteneciente al Centro de Apoyo
Tecnoldgico (C.A.T.) de la Universidad Rey Juan Carlos, mediante sondas Tagman MGB
(“minor groove binder”). Se realizaron curvas de concentracidon para determinar la
cantidad de ADNc necesario de cada gen. Se amplificé un volumen final de 20 ul (20 ng
para COX-2 y catalasa, 40 ng para NOX-1 y 100 ng para PPARy) formado por 9 ul del
ADNc y 11 pl de la mezcla de reaccidn. Esta mezcla consta de 10 ul de Tagman
Universal PCR Mastermix (Applied Biosystems Hispania) 2X con ROX como fluorocromo
para control de carga de la mezcla y 1 pl de mezcla 20X de Sonda Tagman y el par de
cebadores especificos para amplificar el gen de COX-2 (Rn00568225_m1), NOX-1
(Rn00586652_m1), catalasa (Rn00560930_m1) y PPARy (Rn00440945 m1), disefiados
por Applied Biosystems. Los resultados de amplificacion fueron normalizados respecto
a los datos obtenidos de la amplificacién de genes cuya expresién es constante,

independientemente de la situacién experimental o de los tratamientos. Como control
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enddgeno se uso el gen de la B,-microglobulina (Rn00560865_m1). El programa de

amplificacién usado fue:

1. Incubacion inicial: 502C, 2 min.
2. Desnaturalizacién inicial: 952C, 10 min.

3. 40 ciclos: 959C, 15 segy 60°C, 1 min.

11. INMUNOFLUORESCENCIA

La localizacion de COX-2 en la pared vascular se determind por inmunofluorescencia en
cortes transversales de segmentos de AMR de ratas SHR tratadas con pioglitazona. Para
ello, los segmentos se fijaron con paraformaldehido 4% (PFA en 0,2 M PBS, pH=7,2-7,4)
durante 1 h. Después se realizaron tres lavados consecutivos de 10 min con 0,1 M PBS y
por ultimo, se introdujeron en una solucion de 0,1 M PBS y 30% sacarosa durante al
menos 2 h. A continuacion, los segmentos se sumergieron en medio de montaje OCT
tissue-tek (Sakura Finetek Europe B.V., Flemingweg, Holanda), hasta que el medio
penetrd uniformemente dentro del vaso. Finalmente, las muestras se congelaron en

nitrégeno liquido y se mantuvieron a -802C hasta el dia del experimento.

Con un criostato se hicieron cortes transversales de 14 um de grosor y se montaron
sobre portaobjetos gelatinados. Después de un periodo de secado de 60-90 min a 372C,
los portaobjetos se bloquearon con 0,1 M PBS, 0,4% Tritén X100 y 5% BSA durante 1 h
a 379C, para evitar uniones inespecificas del anticuerpo. El portaobjetos se secé con el
fin de evitar la dilucion del anticuerpo primario, tras lo cual las secciones se incubaron
toda la noche a 49C con un anticuerpo policlonal de cabra anti-COX-2 (1:100) (Santa
Cruz Biotechnology Inc) diluido en 0,1 M PBS, 0,3% Triton X100 y 2% BSA. A
continuacion, después de mantener los portaobjetos a 372C durante 30 min, se
realizaron 3 lavados de 10 min en 0,1 M PBS, 0,3% Triton X100 y 2% BSA v,
posteriormente, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario IgG anti-cabra
(1:200) conjugado con Alexa Fluor (1:200) (Invitogen-Molecular Probes) durante 1 h a

37°C. Todas las incubaciones se llevaron a cabo en una cdmara humeda.

La fluorescencia se visualizd con un microscopio confocal invertido Leica TCS SP2 con

un objetivo de inmersidon de 63X. El componente autofluorescente del anticuerpo
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conjugado con Alexa Fluor se visualizd por excitacion a A=568 nm y emisidn a A=600-
700 nm. La especificidad de la senal se evalué en muestras en las que se omitia el
anticuerpo primario y que se procesaron como esta indicado anteriormente. En estas
condiciones no se observo tincidn en la pared vascular en ninguna de las situaciones

experimentales.

12. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO

Los niveles de anion superdxido fueron cuantificados por medio del analisis de la
emisidon de fluorescencia en imagenes obtenidas por microscopia confocal, usando el
método del dihidroetidio (DHE), como previamente se ha descrito (Jiménez-Altayé y
cols., 2006). La hidroetidina es capaz de atravesar libremente las membranas celulares
y oxidarse en presencia de O," transformandose en bromuro de etidio, el cual queda
atrapado en el interior celular debido a su capacidad para intercalarse en el ADN. El
bromuro de etidio se excita a 488 nm de longitud de onda y emite una fluorescencia
roja a 600-700 nm. Asi, con este método, se puede analizar la produccién “in situ” de

0,

Después de extraer y limpiar las terceras ramas de las AMR se mantuvieron en KHS con
sacarosa al 30% durante 1 h. A continuacion se congelaron en medio OCT tissue-tek y
se mantuvieron las muestras a -802C hasta el dia del experimento. Se realizaron cortes
transversales de 14 um de grosor con un criostato, que se recogieron en portaobjetos
gelatinados y se secaron en una estufa a 372C durante 1-2 h aproximadamente.
Después se realizé un lavado de los portaobjetos con solucion Krebs-HEPES (119 mM
NaCl; 4,6 mM KCl; 1,2 mM CaCly; 0,4 mM KH,PO4; 1 mM MgS0,4.7H,0; 5 mM NaHCOs;
11,1 mM Glucosa; 20 mM HEPES, pH=7,4) y posteriormente se incubaron durante 30
min a 372C en oscuridad con Krebs-HEPES conteniendo DHE (10 uM) en una cdmara
humeda. Después de la incubacidn, la fluorescencia emitida por los anillos se visualizé

con un microscopio confocal Leica TCS SP2, usando un objetivo de inmersion de 40X.

Cada dia se analizaron en paralelo arterias de WKY y SHR tratadas y no tratadas con
pioglitazona, usando las mismas condiciones de captura de imagenes. Para la

cuantificacién, se captaron 3 o 4 anillos por cada animal para cada condicién
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experimental y se calculd el valor medio de fluorescencia en la pared vascular usando el
software de analisis de imagen Metamorph para PC (Molecular Devices Corp.). La
produccién de anion superéxido en SHR y el efecto de pioglitazona sobre dicha
produccién se analizaron asignando el valor 1 a la intensidad de fluorescencia obtenida

en la cepa normotensa.

Para llevar a cabo la deteccidén de anidn superdxido en CMLV, éstas se sembraron y
crecieron sobre cristales situados en el interior de placas de 6 pocillos. Alcanzada una
confluencia del 60-80%, las células fueron ayunadas durante 24 h y posteriormente
estimuladas con IL-1B (10 ng/ml) durante 24 h, en presencia y ausencia de la
preincubacién durante 18 h con pioglitazona (10 uM). Como situacién control se
utilizaron cultivos celulares no estimulados. Transcurrido el periodo de tratamiento, se
incubaron con DHE (10 uM) disuelto en medio DMEM al 0,1% de BSA durante 30 min a
379C. La fluorescencia fue detectada usando un objetivo de inmersién de 40X en un
microscopio confocal Leica TCS SP5, equipado con un laser kripton/argon (Wetzlar,

Alemania).

Cada dia se analizaron en paralelo células en situacidn control, estimuladas con IL-1B en
ausencia o presencia de pioglitazona, utilizando los mismos parametros de intensidad y

voltaje.

Se cuantificaron los valores de la intensidad de fluorescencia de 10-15 nucleos por
experimento e imagen usando el software de andlisis de imagen Metamorph para PC.
Para analizar si la IL-1B incrementaba la produccién de anidn superodxido se asigno el
valor 1 a la fluorescencia en ausencia de estimulo (control). El efecto de pioglitazona
sobre la produccién de anion superodxido inducida por IL-1B se analizé asignando el
valor 1 a la intensidad de fluorescencia obtenida en CMLV estimuladas con la citoquina

en ausencia de tratamiento.

127



Angela Martin Cortés. TESIS DOCTORAL

12.1. MEDIDA DE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO POR LA ACTIVIDAD
NAD(P)H OXIDASA EN CULTIVOS DE CMLV

La actividad de la NAD(P)H oxidasa vascular se midié por la quimioluminiscencia
emitida por la reacciéon entre la lucigenina y 0,7, de acuerdo con el procedimiento
descrito por San José y cols. (2009), con ligeras modificaciones. La lucigenina (nitrato de
bis-N-metilacridina) es un compuesto aromatico que puede reducirse por 0O,”

produciendo emision de luz que puede ser detectada en un luminémetro.

Las células estimuladas con IL-1B durante 24 h con o sin el pretratamiento de 18 h con
PPARy pioglitazona, fueron homogeneizadas con un buffer que contenia 50 mM
KH,PO4, 1 mM EGTA y 150 mM sacarosa, pH=7,0. Como situacion control se utilizaron

cultivos celulares no estimulados.

La reaccién comienza al afiadir a la muestra proteica una mezcla de lucigenina (5 uM) y
NAD(P)H (0,1 mM) en un volumen final de 300 pl. El lumindmetro de tubo Sirius
(Berthold Detection System, Sirius, Pforzheim, Alemania) se programo para registrar el
desarrollo de la quimioluminiscencia en términos de unidades relativas de luz (URL)
emitidas a intervalos de 2,4 seg durante 5 min. La emision especifica de luz se calculd
después de sustraer a cada lectura la actividad de fondo, que se determind en viales
que contenian todos los componentes excepto el homogenado proteico, que se
reemplazé por el buffer de lisis en el que estan tratadas las muestras. Se usé el valor
del area bajo la curva para cuantificar la quimioluminiscencia y los datos se expresaron

como URL por segundo (URL/s).

Para verificar la especificidad del ensayo de lucigenina por la produccién de 0,7, en
experimentos previos, San José y cols. (2009) examinaron el efecto del barredor

enzimatico de O,” SOD (100 U/ml), el cual abolié la sefial.
13. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE H,0,

Para determinar la produccion de H,0, en CMLV se utilizé el método de la
diclorofluoresceina. El diacetato de 2’-7’ diclorofluoresceina (DFC-DA) es un colorante

permeable no fluorescente capaz de difundir a través de la membrana celular. En el
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interior celular es degradado por las esterasas intracelulares a 2’-7’ diclorofluoresceina,
gue se une al H,0, intracelular y emite fluorescencia a una longitud de onda de 535 nm
cuando se excita con una longitud de onda de 485 nm. El DFC-DA localizado en el
exterior celular no serd capaz de reaccionar con el H,0,, limitando la deteccién al H,0,
intracelular. Este método permite una cuantificacion rdpida y precisa de especies

reactivas de oxigeno en presencia de un estimulo que active el metabolismo oxidativo.

Para llevar a cabo la deteccidon de la produccién de H,0, en CMLYV, se sembraron las
células en placas de 24 pocillos en DMEM con FBS al 10% en numero suficiente para
tener al dia siguiente un 50-60% de confluencia. El dia siguiente a la siembra, se
ayunaron los cultivos de CMLV durante 24 h. La produccién de H,0, se midié en

situacidn control y tras 24 h de estimulacion con IL-1B (10 ng/ml).

Para analizar el efecto de la activacion de PPARy sobre la produccion de H,0, las células
se incubaron con pioglitazona (10 uM) 18 h antes de ser estimuladas con IL-1B. La
participaciéon de la NAD(P)H oxidasa vascular en la produccién de H,0, se analizd
utilizando apocinina (30 uM), y para determinar la sensibilidad y especificidad del
método se utilizé catalasa (1000 U/ml); estos farmacos se administraron 18 h antes del
tratamiento con IL-1B. A continuacidn, se afiadio a los pocillos DCF-DA (10 uM) disuelto
en DMEM suplementado con BSA al 0,1%, se cubrid la placa para protegerla de la luz 'y
se introdujo en el incubador a 372C y 5% de CO, durante 30 min. Transcurrido este
tiempo, se retiré el medio y se procedio a lavar la placa tres veces con PBS sin Ca* ni
Mg?*. Posteriormente, se afiadié en cada pocillo y en oscuridad 500 ul de NaOH 1M
filtrado. La placa protegida de la luz se incubé a temperatura ambiente y se mantuvo en
agitacion continua durante 30 min. Posteriormente se transfirieron 200 pl de cada
pocillo a una placa de 96 pocillos opaca, especifica para la cuantificacién de
fluorescencia (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Alemania) y se procedié a medir
la fluorescencia en un espectrofluorimetro (SPECTRAFluor Plus, Tecan Ibérica,
Barcelona, Espafia). Los datos de fluorescencia para la cuantificacion de H,0, se
registraron y procesaron con el software asociado al espectrofotometro “XFLUOR-4

v.4.50” para PC. El efecto de los fdrmacos apocinina y catalasa sobre la produccién de
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H,0, inducida por IL-1B se analizé asignando el valor 1 a la intensidad de fluorescencia

obtenida en CMLV estimuladas con la citoquina en ausencia de tratamiento.

14. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE PROSTANOIDES E
ISOPROSTANOS

Para cuantificar la produccion de prostanoides, las arterias del lecho mesentérico
fueron incubadas durante 3 h en KHS a 372C burbujeando con carbégeno para simular
las condiciones de los experimentos de reactividad vascular. Tras este periodo de
incubacién, se administraron sucesivas concentraciones de fenilefrina (0,1-30 uM). El
KHS se recogid para realizar la medida de los prostanoides, mientras que las arterias se
recogieron para medir la concentracion de proteinas. Ambas se congelaron a -802C

hasta el momento de su utilizacion.

La produccion de PGF,, y de PGl, fue evaluada por la cuantificaciéon de sus metabolitos
estables  13,14-dihidro-15-ceto-PGF,, y 6-ceto-PGF,,, respectivamente. La
cuantificacion, tanto de los prostanoides como del 8-isoprostano, se realizd mediante
enzimoinmunoensayo con kits comerciales de Cayman Chemical. El ensayo estd basado
en la competicidn entre el prostanoide presente en la muestra que se quiere analizar y
el mismo prostanoide conjugado con la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y cuya
concentracion es conocida, denominado prostanoide “Tracer”. La muestra estudio, una
muestra estandar, el prostanoide “Tracer” y el antisuero especifico se afiadieron a
pocillos de una placa antigenada con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-conejo
IgG. La cantidad de prostanoide conjugado al enzima que se una al antisuero sera
inversamente proporcional a la cantidad de prostanoide libre de la muestra (Fig. 35). La
enzima conjugada con el prostanoide reaccionara con uno de los reactivos comerciales
[Ellman’s Reagent, agente formado por acetilcolina y 5,5 -ditio-bis-(2-acido
nitrobenzoico)]. La hidrdlisis de la acetilcolina por AChE produce tiocolina y la reaccion
no enzimatica de esta tiocolina con 5,5 -ditio-bis-(2-acido nitrobenzoico) produce 5-tio-
2-acido nitrobenzoico, compuesto coloreado que se puede leer a una longitud de onda
de 405-420 nm. De esta manera, la intensidad de color de los pocillos sera

inversamente proporcional a la concentracion de prostanoides libres en la muestra. La
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absorbancia se midié en un espectofotometro (SPECTRAFluor Plus). Para determinar la
concentracion de cada una de las muestras, se extrapolaron los resultados de densidad
Optica en la curva patréon realizada durante el experimento. Finalmente, la
concentracion de prostanoide de cada muestra se normalizd por la cantidad de
proteinas.

B = proteinas bloqueantes

Y =anticuerpo monoclonal

= prostanoide libre

B-@ = prostanoide conjugado a un enzima
£ =anticuerpo policlonal especifico para cada prostanoide

o AN

YYVYVYY Y'Y Y %'y
1. Placa antigenada 2. Incubacion de la muestra con un
con anticuerpo anticuerpo policlonal frente al
monoclonal prostanoide conjugado al enzima y
frente al prostanoide de la muestra a
analizar
3. Lavado de la placa para 4. Reaccidn enzimatica
eliminar los agentes que no con el reactivo

se han unido

Fig. 35: Esquema representativo del proceso del enzimoinmunoensayo.

15. MEDIDA DE LA PRODUCCION DE MALONDIALDEHIDO EN PLASMA

Los radicales libres reaccionan con los acidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares y lipoproteinas transformandolos en acidos grasos peroxidados, los cuales
sufren un acortamiento de su cadena lateral liberando MDA, de manera que su
concentracion sérica es proporcional a la cantidad de acidos grasos poliinsaturados
oxidados y, por tanto, un buen indicador de peroxidacion lipidica. Los niveles de MDA
plasmaticos fueron medidos por un ensayo modificado del acido tiobarbiturico (TBA)
(Rodriguez-Martinez y Ruiz-Torres, 1992). Para ello, se mezclé el plasma con
tricloroacético (20%) en 0,6 M HCI (1:1, v/v) y los tubos se mantuvieron en hielo
durante 20 min para precipitar los componentes del plasma y evitar posibles

interferencias. Las muestras se centrifugaron a 1.500xg durante 15 min antes de afadir
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al sobrenadante TBA (120 mM en Tris 260 mM, pH=7) (Sigma Chemical Co.) en una
proporcion de 1:5 (v/v); la mezcla se hirvié a 972C durante 30 min. La reaccidn entre el
MDA vy el TBA produce un pigmento estable de color rojo en una proporcién 1:2
(MDA:TBA), con un coeficiente de extincién molar de 1,56 x 10° M™xcm™ en el espectro

visible (535 nm). Las medidas espectrofotométricas se realizaron a 209C.
16. EXPRESION DE LOS DATOS Y ESTADISTICA

La tensidn activa que experimenta el vaso tras los distintos estimulos se calculé como el
cambio producido en la fuerza de la pared del vaso dividido por dos veces la longitud
del segmento arterial. Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por fenilefrina e
iloprost se expresan como porcentaje de la respuesta al K'-KHS. Las respuestas
vasodilatadoras inducidas por ACh e iloprost se expresaron en porcentaje del tono

previo en cada caso.

Los datos de expresién de proteinas se expresaron como la relacidn entre las
densidades de las bandas del inmunoblot de la proteina a estudiar y de la proteina
control, TBP para los extractos nucleares, IKK para la forma fosforilada de la quinasa
gue fosforila a la proteina inhibitoria del factor NF-kB, p-IKK, B-actina para COX-2 en
fibroblastos y a-actina para el resto de las muestras. En el caso del ARNm, se utilizé
Ciclofilina D en los experimentos de transfeccion de siRNA y B,-microglobulina en el
resto como controles endégenos para corregir los valores de expresiéon obtenidos por
la cantidad de carga de ADNc. Los datos de expresion de proteina o ARNm se calcularon
como la expresion relativa en muestras de un grupo experimental con respecto a la de
las muestras del grupo control con el que se quiere comparar. En el ARNm, para

-AACt

calcular el indice de expresion relativa se usé el método de 2 (Livak y Schmittgen,

2001).

Todos los datos se presentan como media + error estandar (ES) de la media. El nUmero
de experimentos (n) corresponde al niumero de ratas utilizadas en el caso de los
experimentos en AMR, y de distintos cultivos y pases en el caso de cultivos de CMLV o
fibroblastos. Las diferencias entre medias se analizaron mediante t test de Student no

pareada o pareada, como se indica en cada caso. Las diferencias entre curvas
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concentracion-respuesta se estudiaron mediante ANOVA de dos vias seguido por
analisis de Bonferroni. Se considerd significativo un valor de probabilidad menor del 5%

(p < 0,05).
17. SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS

Los farmacos se prepararon como soluciones concentradas (100 6 10 mM) disueltas en
agua milli-Q y mantenidas en el congelador a -202C. Los farmacos no disueltos en agua
fueron: indometacina, disuelta en solucién de bicarbonato sddico (0,5% p/v), NS 398,
SC 19220, RO 1138452, alopurinol, 15-PGJ,, rosiglitazona y pioglitazona disueltos en
dimetilsulféxido (DMSQ), SQ 29,548 y fenofibrato disueltos en etanol absoluto. Se
realizaron pruebas para comprobar que estos solventes no modificaban las respuestas
vasomotoras ni la expresién de proteinas o ARNm en nuestros experimentos. Cada dia

del experimento se preparaban las diluciones necesarias a partir de las concentradas.
Los productos utilizados han sido:

Acetilcolina, hidrocloruro (Sigma Chemical Co)

Acido etilendiamintetracético (EDTA) (Sigma Chemical Co)

Acido etilenglicoltetraacético (EGTA) (Sigma Chemical Co)

Acido tiobarbiturico (4-6-Dihidroxipirimidina-2-tiol) (Sigma Chemical Co)
Acrilamida (N, N’- metilen-bis-acrilamida 30%, solucion 29:1, 3,3% C) (BioRad)
Albumina de suero bovina (BSA) (Sigma Chemical Co)

Alopurinol (Research Biochemicals Incorporated, RBI, Natick, MA, USA)
Apocinina (4'-Hidroxi-3'-metoxiacetofenona) (Fluka, Sigma Chemical Co)

Azul de bromofenol (33", 5'5""-Tetrabromofenolsulfoneftaleina, sal sédica) (Sigma

Chemical Co)

Buffer Salino Fosfato (PBS) con Ca** y Mg?* (Invitrogen-Gibco)
Buffer Salino Fosfato (PBS) sin Ca*" y Mg®* (Invitrogen-Gibco)
Carboximetilcelulosa, sal sddica (Sigma Chemical Co)

Catalasa (Sigma Chemical Co)
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Cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania)

Colagenasa Tipo Il (Invitrogen-Gibco)

Diacetato de 2°-7’ diclorofluoresceina (Sigma Chemical Co)
Dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma Chemical Co)
Dihidroetidio (Molecular Probes, Invitrogen)
Dimetilsulféxido (DMSQ) (Merck)

DMEM con glutamina, piruvato y 1 g/L de glucosa (Invitrogen-Gibco)
Dodecil sulfato sédico (SDS) (BioRad)

Etanol (96% volumen/volumen, Merck)

Fenilefrina (Sigma Chemical Co)

Fenofibrato (Sigma Chemical Co)

Furegrelato (acido 5-(3-piridinilmetil)-2-benzofurancarboxilico, sal de sodio) (Sigma

Chemical Co)

Gelatina (Sigma Chemical Co)

Glicerol (Panreac, Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia)
Glicina (Sigma Chemical Co)

Glucdégeno (Sigma Chemical Co)

Hepes (Sigma Chemical Co)

Hidroxido sédico (NaOH) (Panreac)

Hoechst 33342 (Sigma Chemical Co)

Indometacina (acido 1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1-H-indol-3-acético) (Sigma

Chemical Co)

lloprost (Cayman Chemical)

Interleuquina 1B recombinante de ratén (Sigma Chemical Co)
Isopropanol (Merck)

Leche desnatada (Sveltesse, Nestlé, Vevey, Suiza)

L-NAME (N“-Nitro-L-Arginina metil éster) (Sigma Chemical Co)

Lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridina) (Sigma Chemical Co)
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Metanol (Sigma Chemical Co)

NAD(P)H (B-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido, sal tetrasddica) (Sigma

Chemical Co)

NS 398 (N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil) metanosulfonamida) (Calbiochem)
OCT tissue-tek (Sakura)

Ortovanadato sddico (Sigma Chemical Co)

Paraformaldehido (Panreac)

Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen-Gibco)

Perdxido de hidrégeno (30% peso/peso, H,0,) (Sigma Chemical Co)
Persulfato amonico (APS) (Sigma Chemical Co)

Pioglitazona (generosamente suministrado por Lilly Spain y Takeda)
Polioxietileno sorbitan monolaurato (Tween 20) (BioRad)

Reactivo de Bradford (Sigma Chemical Co)

RO 1138452 (4,5-dihidro-N-[4-[[4-(1-metiletoxi)fenil]metil]fenil]-1H-imadazol-2-amina)
(Cayman Chemical)

Rosiglitazona maleato (Alexis Biochemicals, Farmingdale, NY, USA)

Sacarosa (Merck)

SC 19220 (acido 2-acetilhidrazida 10(11H)-carboxilico) (Sigma Chemical Co)
SQ 29,548 ([acido 1S5-[1.a.,2.a.(Z),3.a.,4.0.]]-7-[3-[[2-[(fenilamino) carbonil] hidrazino]
metil] -7-oxabiciclo[2.2.1]hept-2-il]-5- heptenoico) (ICN Ibérica S.A.)

Suero bovino fetal (FBS) (Reactiva)

SYLGARD (Silicone elastémero) (Dow Corning Corporation, Midland, MI, USA)
Temed (N,N,N’,N’-tetra-metil-etilenodiamina) (Sigma Chemical Co)

Tempol (4-Hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-piperidina 1-oxil) (Fluka)
Tranilcipromina (Sigma Chemical Co)

Tripsina-EDTA (Invitrogen-Gibco)

Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (Sigma Chemical Co)

Tritén X100 (Sigma Chemical Co)
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Trizol (Invitrogen Life Technologies)

B-mercaptoetanol (BioRad)

15-deoxi-delta-12, 14- prostaglandina J, (15d-PGJ,) (Calbiochem)
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1. TRATAMIENTO AGUDO CON AGONISTAS PPARy DE CELULAS
MUSCULARES LISAS VASCULARES DE RATAS NORMOTENSAS E
HIPERTENSAS

1.1. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

En condiciones basales no se encontraron diferencias en la expresién de la proteina
COX-2 entre cultivos de CMLV procedentes de animales normotensos e hipertensos.
Tras 24 h de incubacién con la citoquina proinflamatoria IL-1B (10 ng/ml), la expresion
de COX-2 se incrementd significativamente, siendo este incremento mayor en cultivos
de SHR que de WKY (Fig. 36). Previos resultados de nuestro grupo mostraron que en
condiciones basales tampoco se encuentran diferencias en la expresion del ARNm de
COX-2 entre WKY y SHR, mientras que tras la estimulaciéon con IL-1B durante 24 h los
niveles de ARNm de COX-2 son superiores en cultivos de SHR comparados con los

procedentes de WKY (Pérez Girdén, 2009).
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Fig. 36: Expresion de la proteina COX-2 por Western Blot en cultivos de CMLV de aorta de ratas
WKY y SHR estimulados durante 24 h con IL-1B (10 ng/ml). La expresidon se normalizé utilizando
a-actina. Los resultados (media + ES) se presentan como expresion relativa respecto a los
niveles en WKY control. *p<0,05 vs WKY control por t de Student pareada; *p<0,05 vs SHR
control por t de Student pareada y "p<0,05 vs WKY IL-1B por t de Student no pareada. n indica
el nimero de experimentos.
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1.2. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

El estrés oxidativo juega un papel importante en la patofisiologia de la hipertension.
Por ello, en cultivos de CMLV de aortas de ratas WKY y SHR, analizamos la expresion
proteica de la subunidad catalitica de la NAD(P)H oxidasa localizada en la membrana
plasmatica de CMLV, NOX-1, la actividad del enzima NAD(P)H oxidasa, principal fuente

vascular de produccién de anion superdxido y la produccion de O, y de H,0,.
1.2.1. Efecto de IL-1P sobre la expresion de NOX-1

En cultivos de CMLV de WKY y SHR, el tratamiento con IL-1B (10 ng/ml, 24 h)
incrementd los niveles de la proteina NOX-1 (Fig. 37). Este incremento fue similar en

cultivos de ambos tipos celulares (WKY: 61 + 16 %, n=7; SHR: 68 + 12 %, n=13; p>0,05).

WKY SHR
NOX-1 | i i : NOX-1 |
2.09 2.0
k 3k
.g 1.51 1.54
B
®
8 1.0 1.0
0
5
2 0.57 0.5
n=7 n=6
0.0 T 0.0 T
Control IL-1B Control IL-18

Fig. 37: Efecto del tratamiento durante 24 h con IL-1B (10 ng/ml) sobre la expresién de NOX-1
en cultivos de CMLV procedentes de aorta de ratas WKY y SHR. La expresidon se normalizo
utilizando a-actina. Los resultados se expresan como media * ES respecto a su control. *p<0,05
por t de Student pareada. n indica el nUmero de experimentos.

1.2.2. Efecto de IL-1B sobre la actividad NAD(P)H oxidasa

La actividad basal de la NAD(P)H oxidasa fue mayor en CMLV de SHR comparado con
WKY (Fig. 38).
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BASAL

n=5

SHR

Fig. 38: Actividad basal de la NAD(P)H oxidasa en cultivos de CMLV procedentes de ratas WKY y
SHR. Los resultados (media + ES) estan expresados en unidades relativas de luz por segundo
(URL/s) respecto a WKY. *p<0,05 por t de Student no pareada. n indica el nimero de
experimentos.

Cuando se analizé el efecto de la incubacion con IL-1B durante 24 h, se observd un
incremento en la actividad de la NAD(P)H oxidasa, tanto en cultivos de CMLV
procedentes de ratas WKY como de ratas SHR (Fig. 39). Este incremento fue mayor en
cultivos de animales normotensos (WKY: 174 + 43 %, n=15; SHR: 37 + 15 %, n=10;
p<0,05), de manera que tras el estimulo con la citoquina, la actividad de la NAD(P)H

oxidasa fue similar en ambas cepas (Fig. 40).

WKY SHR
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Fig. 39: Efecto de 24 h de tratamiento con IL-1B (10 ng/ml) sobre la actividad de la NAD(P)H
oxidasa en cultivos de CMLV procedentes de ratas WKY y SHR. Los resultados (media + ES)
estan expresados en unidades relativas de luz por segundo (URL/s) respecto a su situacion
control. ¥*p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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IL-1B
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WKY SHR

Fig. 40: Actividad NAD(P)H oxidasa en cultivos de CMLV procedentes de ratas WKY y SHR tras el
tratamiento durante 24 h con IL-1B (10 ng/ml). Los resultados (media + ES) estan expresados en
unidades relativas de luz por segundo (URL/s) respecto a WKY. n indica el nimero de
experimentos.

1.2.3. Efecto de IL-1P sobre la produccion de O,

El tratamiento con IL-1B (10 ng/ml, 24 h) incrementd la produccidén de O,” tanto en
cultivos de CMLV de WKY como de SHR (Fig. 41) (WKY: 105 + 22 %, n=3; SHR: 60 + 11 %,
n=5; p>0,05).
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Fig. 41: Efecto del tratamiento con IL-1B (10 ng/ml, 24 h) sobre la fluorescencia emitida por
dihidroetidio en CMLV de ratas WKY y SHR. En la parte superior se muestran imagenes
representativas. Las imagenes se capturaron con un microscopio confocal (objetivo 40X). Los
resultados (media * ES) estan expresados en unidades relativas de fluorescencia (URF) respecto
a su situacioén control. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nUmero de experimentos.
Tamafio de la imagen 387,5 x 387,5 um.
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1.2.4. Efecto de IL-1P sobre la produccién de H,0,

En CMLV de ratas normotensas el tratamiento durante 24 h con IL-1B no modifico la
produccién de H,0, Sin embargo, en CMLV de SHR se observd un incremento

significativo en la produccion de H,0, tras el tratamiento con IL-1p (Fig. 42).

WKY SHR
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Fig. 42: Efecto del tratamiento con IL-1B (10 ng/ml, 24 h) sobre la producciéon de H,0, en
cultivos de CMLV procedentes de ratas WKY y SHR, cuantificado por el método de la
diclorofluoresceina. Los resultados (media + ES) estan expresados en unidades relativas de
fluorescencia (URF) respecto a su situacion control. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica
el nimero de experimentos.

El tratamiento previo con apocinina (30 uM, 18 h antes de IL-1B) redujo el incremento
en la produccién de H,0; inducido por IL-1B en SHR (Fig. 43), lo que sugiere que en
estas condiciones la produccién de H,0, procede, al menos en parte, de la activacién
de la enzima NAD(P)H oxidasa. La especificidad del método se determind incubando
con catalasa (1000 U/ml, 18 h antes de IL-1), un barredor de perdxido de hidrégeno,

gue redujo el incremento en la produccién de H,0, inducido por IL-1pB.
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Fig. 43: Efecto del tratamiento previo con apocinina (Apo, 30 uM, 18 h antes de IL-1B ) sobre la
produccién de H,0, inducida por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de CMLV procedentes de
ratas SHR, cuantificado por el método de la diclorofluoresceina. Se utiliz6 el tratamiento con
catalasa (Cat, 1000 U/ml, 18 h antes de IL-1B) como control de la especificidad del método. Los
resultados (media * ES) estan expresados en unidades relativas de fluorescencia (URF) respecto
a IL-1B. *p<0,05 vs IL-1PB por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.

Los resultados mostrados en este apartado indican que en CMLV de SHR la IL-1B
aumenta la produccién vascular de O,” y de H,0,, al menos en parte, por aumentar la
actividad de la NAD(P)H oxidasa, mientras que en la cepa WKY sélo se observa un

aumento en la produccién de O,".

1.3. PARTICIPACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN EL EFECTO DE
IL-18 SOBRE COX-2

Una vez determinado que IL-1B produce aumento de ROS, analizamos su participacion
en el efecto de IL-1B sobre la expresiéon de COX-2. En primer lugar se estudio la
participaciéon de las principales fuentes de O, a nivel vascular, la NAD(P)H oxidasa y la
xantina oxidasa. Para ello, preincubamos los cultivos de CMLV de ratas WKY y SHR con
apocinina o con alopurinol, respectivos inhibidores de la NAD(P)H oxidasa y de la
xantina oxidasa. Ademas, analizamos el efecto de la catalasa, enzima que detoxifica el
H,0,. En cultivos de CMLV procedentes de aortas de ratas WKY y SHR, el tratamiento
previo con apocinina (30 uM, 18 h antes de IL-1B) redujo la expresién proteica de COX-

2 inducida por IL-1pB (Fig. 44).
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Fig. 44: Efecto del tratamiento previo con apocinina (Apo, 30 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la
expresion de COX-2 en cultivos de CMLV de WKY y SHR estimulados con IL-1B (10 ng/ml, 24 h).
La expresion se normalizd utilizando a-actina. Los resultados se expresan como media + ES
respecto a IL-1fB. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.

El tratamiento previo de CMLV de ratas WKY y SHR con alopurinol (100 uM, 18 h antes

de IL-1B) también redujo los niveles de COX-2 inducidos por IL-1B en ambos tipos

celulares (Fig. 45).
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Fig. 45: Efecto del tratamiento previo con alopurinol (Alo, 100 uM, 18 h antes de IL-1[3) sobre la
expresion de COX-2 en cultivos de CMLV de WKY y SHR estimulados con IL-18 (10 ng/ml, 24 h).
La expresion se normalizd utilizando a-actina. Los resultados se expresan como media + ES
respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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El tratamiento previo con catalasa (1000 U/ml, 18 h antes de IL-1B) redujo la expresién
de COX-2 inducida por IL-1B sdélo en cultivos de CMLV procedentes de SHR,
confirmando la participacién del H,0, en el aumento de la expresion de COX-2 inducido
por esta citoquina proinflamatoria Unicamente en células de animales hipertensos (Fig.

46).
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Fig. 46: Efecto del tratamiento previo con catalasa (Cat, 1000 U/ml, 18 h antes de IL-1B) sobre
la expresion de COX-2 en cultivos de CMLV de WKY y SHR estimulados con IL-1B (10 ng/ml, 24
h). La expresién se normalizé utilizando a-actina. Los resultados se expresan como media + ES
respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.

Los resultados mostrados sugieren la relacidn entre la produccion de anidén superoxido,
al menos en parte, por la activacion de la NAD(P)H oxidasa y/o xantina oxidasa y el
incremento en la expresion de COX-2 inducido por IL-1B en ambas cepas. Ademas, en
células de animales hipertensos, el incremento de H,0, contribuye especificamente a la
incrementada expresion de COX-2 inducida por IL-1B. Por esto nos propusimos analizar
en la cepa SHR los mecanismos implicados en ese aumento de COX-2 inducido por ROS

tras el estimulo con IL-18.
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1.4. EFECTO DE H,0, SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

Una vez demostrada la participacion de H,0, en la expresion de COX-2 inducida por IL-
1B en SHR quisimos comprobar si la adicidn exdgena de esta ROS inducia efectivamente
la expresion de COX-2. La incubacién con H,0, (1-50 uM) durante 90 min incrementd
de forma concentracidon-dependiente la expresion de la proteina COX-2 en cultivos de
SHR (Fig. 47A). Previamente se realizd una curva con diferentes concentraciones de
H,0, (1-50 uM) a diferentes tiempos (90 min-4 h), observdndose toxicidad a las 4 h de
exposicion al farmaco. Los siguientes experimentos se realizaron estimulando con 50

UM H,0, durante 90 min (Fig. 47B).

Control 1 10 50 (uMm)

COX-2 |

a-actina

1.0

0.5
n=24

0.0 T
Control H,0,

Fig. 47: A) Blot representativo del efecto de H,0, (1-50 uM, 90 min) sobre la expresidon de COX-
2 en cultivos de CMLV de aorta procedentes de ratas SHR. B) Efecto del tratamiento durante 90
min con H,0, (50 uM) sobre la expresion de COX-2. La expresidon se normalizé utilizando a-
actina. Los resultados se expresan como media = ES respecto al control. *p<0,05 por t de
Student pareada. n indica el nUmero de experimentos.
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1.5. PARTICIPACION DE NF-kB EN LA EXPRESION DE COX-2

Se ha descrito que las ROS contribuyen al estado inflamatorio crénico asociado a la
patologia hipertensiva (Pauletto y Rattazzi, 2006) ya que, como hemos comentado,
activa factores de transcripcion redox-sensibles como NF-kB (Paravicini y Touyz, 2006)
y, por lo tanto, la actividad de genes que estan bajo su control, entre ellos COX-2
(Jaimes y cols., 2005). El tratamiento de CMLV de SHR con IL-1B (10 ng/ml, 24 h),
incrementd la expresién de la subunidad p65 de NF-kB en la fraccién nuclear (Fig. 48),
sin modificar su expresion en la fraccion citosdlica (resultados no mostrados). Este
incremento se previno mediante el tratamiento previo con apocinina (30 uM, 18 h
antes de IL-1B), confirmando que ese aumento se debia, al menos en parte, al aumento

de ROS.
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Fig. 48: Efecto de IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en ausencia y presencia de apocinina (Apo, 30 uM, 18 h
antes de IL-1B) sobre la expresién de p65 en extractos nucleares de cultivos de CMLV de SHR.
La expresion se normalizé utilizando TBP. Los resultados se expresan como el valor medio + ES
respecto a la situacion control. *p<0,05 vs control y *p<0,05 vs IL-1B por t de Student pareada.
n indica el nimero de experimentos.

IL-1B también incrementd la expresidon de la proteina p-IKK, quinasa que fosforila e
inactiva a la proteina inhibitoria del factor NF-kB (IkB), provocando que se separe de
NF-kB y permitiendo asi la translocacion al nucleo del factor de transcripcidn. Este
efecto se previno mediante el tratamiento previo con apocinina (30 uM, 18 h antes de
IL-1B) (Fig. 49), confirmando de nuevo que las ROS estan implicadas en la activacion de

NF-kB.
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Control IL-18  IL-18 + Apo

Fig. 49: Efecto de IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en ausencia y presencia de apocinina (Apo, 30 uM, 18 h
antes de IL-1PB) sobre la expresidn de p-IKK en extractos nucleares de cultivos de CMLV de SHR.
La expresion se normalizé utilizando IKK. Los resultados se expresan como el valor medio + ES
respecto a la situacién control. *p<0,05 vs control y *p<0,05 vs IL-1B por t de Student pareada.
n indica el nimero de experimentos.

Puesto que IL-1B aumenta la activacion de NF-kB, quisimos comprobar si este factor de
transcripcion estaba implicado en el aumento de los niveles de ARNm de COX-2
inducido por IL-1B. Para ello, las células se trataron durante 18 h antes de la
estimulacion con IL-1B con 10 uM de lactacistina, un inhibidor del proteasoma,
observandose en estas condiciones una reduccion de la expresion del ARNm de COX-2

inducida por IL-1B (Fig. 50).
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Fig. 50: Efecto del tratamiento previo con lactacistina (Lact, 10 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre
los niveles de ARNm de COX-2 inducidos por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de CMLV de
aorta de ratas SHR. La expresidn se normalizé utilizando B,-microglobulina. Los resultados se
expresan como el valor medio * ES respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica
el nimero de experimentos.
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Puesto que habiamos demostrado la participacion de H,0, en la expresion de COX-2
inducida por IL-1B en SHR, analizamos si la activacion de NF-kB estaba también
implicada en el aumento de la expresion de COX-2 inducida por la adicion exégena de
H,0,. Después del tratamiento previo durante 18 h con 10 uM de lactacistina, y al igual
que ocurria con la expresién de COX-2 inducida por IL-1B, se observé una reduccién de

la expresién de COX-2 inducida por H,0, (Fig. 51).
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Fig. 51: Efecto del tratamiento previo con lactacistina (Lact, 10 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la
expresion de COX-2 inducida por H,0, (50 uM, 90 min) en cultivos de CMLV de aorta de ratas
SHR. La expresidn se normalizo utilizando a-actina. Los resultados se expresan como el valor
medio + ES respecto a H,0,. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de
experimentos.

150



RESULTADOS

1.6. EFECTO DE LA ACTIVACION DE PPARa SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

INDUCIDA POR IL-1

Una vez determinado el papel de las especies reactivas de oxigeno en la induccién de
COX-2 por la citoquina proinflamatoria IL-1B, nos propusimos analizar el efecto de los
activadores PPAR, conocidos agentes con efecto antiinflamatorio, sobre dicho
mecanismo. El tratamiento con el activador PPARa fenofibrato (1-30 uM, 18 h antes de

IL-1B), no modifico la expresién de COX-2 inducida por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) ni en WKY

ni en SHR (Fig. 52).
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Fig. 52: A) Blots representativos del efecto de la incubacién previa con el activador PPARa
fenofibrato (1-30 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la expresién de COX-2 en cultivos de CMLV
procedentes de WKY y SHR estimulados con IL-1B8 (10 ng/ml, 24 h). B) Efecto de 10 uM de
fenofibrato (Feno) sobre la expresion de COX-2 inducida por IL-1B en cultivos de CMLV
procedentes de WKY y SHR. La expresion se normalizd utilizando a-actina. Los resultados se
expresan como el valor medio + ES respecto a IL-1B. n indica el nimero de experimentos.
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1.7. EFECTO DE LA ACTIVACION DE PPARy SOBRE LA EXPRESION DE COX-2
INDUCIDA POR IL-1

A continuacion analizamos el efecto de diversos agonistas PPARy sobre la expresion de
COX-2 inducida por IL-1B. Como se observa en la figura 53, la incubacién previa durante
18 h con rosiglitazona (1-30 uM), 15d-PGJ, (0,1-10 uM) o pioglitazona (1-30 uM),

redujo la expresién de COX-2 inducida por IL-1p de forma concentracién-dependiente.

WKY SHR
+ ROSIGLITAZONA .+ ROSIGLITAZONA |
Control  IL-1B 1 10 30 (um) Control  IL-1 1 10 30 (um)
COX-2 | T W, ——— ] D.—-— - —
_ +15d-PGJ, . _ +15d-PGJ,
Control IL-18 0,1 1 10 (uMm) Control IL-18 0,1 1 10  (um)
COoX-2 ’ — —— ‘ — P— -
__+PIOGLITAZONA + PIOGLITAZONA
Control IL-1B ~ 1 10 30 (uMm) Control IL-1p ~ 1 10 30 (uMm)
| A, —— ’
COX-2 S A — —

Fig. 53: Blots representativos de 3 experimentos del efecto de las distintas concentraciones de
los activadores PPARYy rosiglitazona, 15d-PGJ, y pioglitazona (18 h antes de IL-1B) sobre la
expresion de COX-2 en cultivos de CMLV procedentes de WKY y SHR estimulados con IL-1B (10
ng/ml, 24 h).

En la figura 54 se muestra la cuantificacion del efecto inhibitorio que tienen los tres

activadores PPARYy (a la concentraciéon de 10 uM) sobre la expresion de COX-2 inducida

por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de CMLV tanto de WKY como de SHR.

Como se observa en la tabla 1, la reduccion fue similar para los tres agonistas a la

concentracion de 10 uM y similar en ambas cepas.
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Fig. 54: Efecto de la incubacién previa durante 18 h con los activadores PPARy rosiglitazona
(Rosi), 15d-PGJ, y pioglitazona (Pio), todos ellos a una concentracion de 10 puM, sobre la
expresion de COX-2 inducida por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de CMLV procedentes de
WKY y SHR. La expresion se normalizé utilizando a-actina. Los resultados se expresan como el
valor medio * ES respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de

experimentos.

ROSIGLITAZONA

15d-PGJ,

PIOGLITAZONA

WKY

459+7,9%

53,5+6,0%

51,1+10,0%

SHR

43,5+5,5%

49,1+6,9%

41,1 +£8,8%

Tabla 1: Porcentaje de inhibicién de la expresidon de COX-2 inducida por IL-1B (10 ng/ml, 24 h)
producido por los activadores PPARy rosiglitazona, 15d-PGJ, y pioglitazona (10 uM, 18 h antes
de IL-1B) en CMLV de ratas WKY y SHR. Los resultados se expresan como el valor medio + ES.
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1.7.1. Efecto del silenciamiento con siRNA de PPARy sobre la expresion de

ARNm de PPARy inducida por IL-18

En nuestro laboratorio habiamos descrito que el activador de PPARy pioglitazona (10
UM) incrementa la expresion del ARNm de PPARy inducida por IL-1B en cultivos de
CMLYV de aorta de ratas SHR, indicando que la activacidn del receptor incrementaba su
propia expresion (Pérez Girdn, 2009). Ahora, ademas, observamos que el tratamiento
con pioglitazona también incrementa los niveles de ARNm de PPARYy inducidos por IL-
1B después del tratamiento con un siRNA especifico para este receptor nuclear,
tratamiento que produce una reduccién en los niveles de expresion de PPARy en

cultivos de CMLV de aorta de SHR (Fig. 55).

+
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IL-1B +siRNA  + siRNA + Pio

Expresion relativa
ARNm PPARY
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Fig. 55: Efecto del silenciamiento de PPARy por siRNA (5 nM) sobre la expresién relativa del
ARNm de PPARYy inducida con IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en presencia y ausencia de pioglitazona (10
UM, 18 h antes de IL-1B). La expresidn se normalizé utilizando Ciclofilina D como control
enddgeno. Los resultados se expresan como el valor medio * ES respecto a IL-1B. *p<0,05 vs IL-
1By *p<0,05 vs IL-1B + SiRNA, por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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1.7.2. Efecto del silenciamiento con siRNA de PPARy sobre la expresion de

ARNm de COX-2 inducida por IL-1

Previos resultados de nuestro grupo mostraron que la utilizacion de un siRNA
especifico para PPARy incrementa la transcripciéon de COX-2 inducida por IL-18 en
CMLYV de SHR, confirmando la regulacion negativa que ejercen los niveles de expresién
de PPARy sobre la transcripcion de COX-2 en esta cepa (Pérez Girdn, 2009). Ahora,
ademads de confirmar este resultado (Fig. 56), observamos que en estas condiciones
experimentales pioglitazona, que como acabamos de comentar aumenta PPARy,
reduce la expresion de COX-2. Todos estos resultados sugieren que la activacion de

PPARy downregula la expresiéon de COX-2 inducida por IL-1p (Fig. 56).

Expresion relativa
ARNm COX-2

n=4

1-.
0-
IL-18 +siRNA  +siRNA + Pio

Fig. 56: Efecto del silenciamiento de PPARy por siRNA (5 nM) sobre la expresién relativa del
ARNm de COX-2 inducida con IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en presencia y ausencia de pioglitazona (10
UM, 18 h antes de IL-1B). La expresidon se normalizd utilizando Ciclofilina D como control
enddgeno. Los resultados se expresan como el valor medio * ES respecto a IL-1B. *p<0,05 vs IL-
1By *p<0,05 vs IL-1B + siRNA, por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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1.7.3. Efecto de los agonistas PPARy sobre la expresion de COX-2

A diferencia de lo que ocurria en células estimuladas, en ausencia de IL-1B el

tratamiento de las células de animales normotensos e hipertensos con los activadores

PPARYy rosiglitazona, 15d-PGJ, o pioglitazona (10 uM, 18 h) aumentd la expresién de

COX-2 (Fig. 57).
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Fig. 57: Efecto de la incubacién durante 18 h con los activadores PPARy rosiglitazona (Rosi),
15d-PGJ, y pioglitazona (Pio), todos ellos a una concentracion de 10 uM, sobre la expresion de
COX-2 en cultivos de CMLV procedentes de WKY y SHR. La expresion se normalizé utilizando a-
actina. Los resultados se expresan como el valor medio + ES respecto a su control. *p<0,05 por
t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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1.8. EFECTO DE LOS AGONISTAS PPARy SOBRE LA PRODUCCION DE ROS
INDUCIDA POR IL-1

1.8.1. Efecto de pioglitazona sobre la expresion de NOX-1 inducida por IL-1

Una vez determinado el efecto de los agonistas PPARy sobre la expresion de COX-2 y
puesto que las ROS contribuyen a la induccion de COX-2 inducida por la citoquina,
analizamos el efecto de pioglitazona sobre la produccion de ROS y sus efectos sobre la
expresion de COX-2. El tratamiento de los cultivos celulares con pioglitazona (10 uM, 18
h antes de IL-1B) redujo los niveles proteicos de NOX-1, tanto en células procedentes
de WKY como de SHR (Fig. 58). Esta reduccién fue similar en ambas cepas (WKY: 25 + 7
%, n=6; SHR: 27 £ 12 %, n=5; p>0,05).
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Fig. 58: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la expresién de NOX-1
inducida por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de CMLV procedentes de WKY y SHR. La
expresion se normalizé utilizando a-actina. Los resultados se expresan como el valor medio +
ES respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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1.8.2. Efecto de pioglitazona sobre la actividad NAD(P)H oxidasa inducida por
IL-1B

Una vez comprobados los efectos sobre la expresion de NOX-1, analizamos si la
reduccién en la expresion de la NAD(P)H oxidasa por pioglitazona regulaba su actividad.
El tratamiento con pioglitazona (10 uM, 18 h antes de IL-1B) redujo la actividad de la
NAD(P)H oxidasa en cultivos celulares de WKY y SHR estimulados con IL-1B (10 ng/ml,
24 h). Esta reduccion fue similar en cultivos procedentes de ambas cepas (WKY: 19 + 4
%, n=16; SHR: 20 + 6 %, n=13; p>0,05) (Fig. 59). Estos datos sugieren que la activacidon
de PPARy disminuye la produccion de ROS por mecanismos dependientes de la
regulacién de la expresion de la NAD(P)H oxidasa, confirmando el efecto antioxidante

de los agonistas de estos receptores nucleares.
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Fig. 59: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la actividad de la NAD(P)H
oxidasa inducida por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de CMLV procedentes de WKY y SHR. Los
resultados (media + ES) estan expresados en unidades relativas de luz por segundo (URL/s)
respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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1.8.3. Efecto de pioglitazona sobre la produccion de O, “inducida por IL-1

Una vez comprobado que pioglitazona reduce la actividad de la NAD(P)H oxidasa,
analizamos el efecto de este agonista sobre la produccién de O,". El tratamiento con el
activador PPARy pioglitazona (10 uM, 18 h antes de IL-1B) redujo la produccién de
aniéon superoxido de forma similar en CMLV procedentes de ratas WKY y SHR
estimuladas con IL-1B (10 ng/ml, 24 h) (WKY: 48 + 10 %, n=3; SHR: 52 * 7 %, n=5;
p>0,05) (Fig. 60).
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Fig. 60: Cuantificacion de la fluorescencia emitida por dihidroetidio tras la estimulacion con IL-
1B (10 ng/ml, 24 h) de CMLV de ratas WKY y SHR tratadas con pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h
antes de IL-1B). En la parte superior se muestran imagenes representativas. Las imagenes se
capturaron con un microscopio confocal (objetivo 40X). Los resultados (media * ES) estan
expresados en unidades relativas de fluorescencia (URF) respecto a la sefial observada con IL-
1B. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos. Tamano de la
imagen 387,5 x 387,5 um.
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1.8.4. Efecto de pioglitazona sobre la produccidon de H,0, inducida por IL-1

El tratamiento con pioglitazona (10 uM, 18 h antes de IL-1B) también redujo el
incremento en la produccion de H,0, inducido por IL-1B (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de
CMLYV procedentes de ratas SHR (Fig. 61). En cultivos celulares de WKY donde, como ya
hemos comentado, la IL-1B no modificé la produccién de H,0,, pioglitazona no ejercié

ningun efecto.
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Fig. 61: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la produccién de H,0,
inducida por IL-18 (10 ng/ml, 24 h) en cultivos de CMLV procedentes de WKY y SHR,
determinado por el método de la diclorofluoresceina. Los resultados (media + ES) estdn
expresados en unidades relativas de fluorescencia (URF) respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de
Student pareada. n indica el nUmero de experimentos.

Como ya hemos comentado, nuestros resultados sugieren que el aumento de la
expresion de COX-2 inducido por IL-13 es dependiente, al menos en parte, del
incremento en los niveles de O,” y/o H,0,. Por lo tanto, la reduccion en la generacidn
de estas especies reactivas de oxigeno por pioglitazona podria explicar la regulacién
negativa de la expresion de COX-2 ejercida por la activacion de PPARy en CMLV

tratadas con IL-1P.

160



RESULTADOS

1.9. EFECTO DE LOS AGONISTAS PPARy SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

INDUCIDA POR H,0,

El tratamiento con los activadores PPARy rosiglitazona, 15d-PGJ, y pioglitazona (10 uM,
18 h antes de H,0,), redujo el incremento de la expresion de COX-2 inducida por H,0,
(50 uM, 90 min) en cultivos de CMLV procedentes de SHR (Fig. 62). Por lo tanto, la
activacion de los receptores PPARy no sélo reduce la produccion de ROS, sino que

también reduce el efecto de las mismas sobre la expresién de COX-2.
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Fig. 62: Efecto de la incubacién previa durante 18 h con los activadores PPARy rosiglitazona
(Rosi), 15d-PGJ, y pioglitazona (Pio), todos ellos a una concentracion de 10 puM, sobre la
expresion de COX-2 inducida por H,0, (50 uM, 90 min) en cultivos de CMLV procedentes de
ratas SHR. La expresidon se normalizé utilizando a-actina. Los resultados se expresan como el
valor medio * ES respecto a H,0,. ¥*p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de

experimentos.

1.10. EFECTO DE LOS AGONISTAS PPARy EN LA ACTIVACION DE NF-kB

Habiamos mostrado previamente que IL-1B incrementa la expresion nuclear de la
subunidad p65 de NF-kB y la fosforilacion de IKK en CMLV de SHR, mecanismo que
contribuye al aumento en la expresion de COX-2. El tratamiento con pioglitazona (10

UM, 18 h antes de IL-1B) inhibid tanto la expresidn nuclear de p65 (Fig. 63) como la
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fosforilaciéon de IKK (Fig. 64), sugiriendo que el efecto de la pioglitazona sobre la
expresion de COX-2 inducida por IL-1B estaria mediada por la interferencia con la

activacion del factor de transcripcién NF-kB.
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Fig. 63: Efecto del tratamiento previo con pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la
expresion nuclear de la subunidad p65 del factor de transcripcién NF-kB en cultivos de CMLV de
SHR estimulados durante 24 h con IL-1B (10 ng/ml). La expresién se normalizé utilizando TBP.
Los resultados se expresan como el valor medio + ES respecto a IL-1B. *p<0,05 por t de Student
pareada. n indica el nimero de experimentos.
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IL-1B IL-1B + Pio

Fig. 64: Efecto del tratamiento previo con pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h antes de IL-1B) sobre la
expresion de p-IKK en cultivos de CMLV de SHR estimulados durante 24 h con IL-1B (10 ng/ml).
La expresion se normalizé utilizando IKK. Los resultados se expresan como el valor medio + ES
respecto a IL-1f. *p<0,05 por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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2. TRATAMIENTO CRONICO DE RATAS SHR CON PIOGLITAZONA

Los resultados observados con los activadores PPARy en CMLV de WKY y SHR confirman
gue este receptor es importante en la reduccion de la produccion de ROS inducida por
citoquinas y en la expresion de enzimas proinflamatorias como COX-2 y, por tanto, en
la regulacion de la respuesta inflamatoria vascular. Ya que la inflamaciéon es una
caracteristica clave en el inicio, progreso e implicaciones clinicas de desdrdenes
cardiovasculares, incluyendo hipertensién esencial, nos propusimos analizar si el
tratamiento cronico con pioglitazona de ratas adultas SHR altera la presién sanguinea
asi como la estructura y funcién vascular, y los mecanismos implicados en estos

efectos.

2.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PRESION
ARTERIAL

Las ratas SHR de 6 meses de edad presentan mayores valores de presion arterial
sistdlica que las ratas WKY de la misma edad. El tratamiento de las ratas hipertensas
con pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia) no modificé la presién arterial

sistolica (Fig. 65).
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Fig. 65: Presion arterial sistélica en ratas normotensas (WKY) e hipertensas (SHR) sin
tratamiento y tratadas durante 28 dias con pioglitazona (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). Los resultados
(media * ES) estan expresados en mmHg. *p<0,05 vs WKY control por t de Student no pareada.
n indica el nimero de animales utilizados.
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2.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE EL REMODELADO Y
RIGIDEZ VASCULAR DE LAS ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA

2.2.1. Estructura

En condiciones pasivas (KH-0Ca%"), los didmetros externo (Fig. 66A) e interno (Fig. 66B)
aumentaron progresivamente al incrementar la presion intraluminal, tanto en animales
normotensos como hipertensos. Sin embargo, como puede observarse en las figuras
66A y 66B, ambos valores fueron menores en todo el rango de presiones estudiado en
arterias de ratas SHR comparadas con WKY. El tratamiento con pioglitazona no
modificd ninguno de estos parametros. Cuando medimos el diametro interno en el
miografo de alambres, también observamos que las AMR de SHR presentaban un
didmetro interno reducido (WKY: 270,2 + 4,8 um, n=8; SHR: 241,2 + 2,9 um, n=8;
p<0,05) que no se modificaba tras el tratamiento con pioglitazona (243,8 + 1,2 um, n=8;
p>0,05). En cuanto a la relacién media/luz, ésta fue menor en AMR de ratas WKY que
en SHR (Fig. 66C); el tratamiento con pioglitazona no modificd dicha relacién. Las
proyecciones transversales de la pared vascular entera de arterias WKY y SHR,
obtenidas por microscopia confocal, también mostraron un incremento en el grosor en

vasos SHR que no se vio afectado tras el tratamiento con pioglitazona (Fig. 66D).
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Fig. 66: Efecto del incremento en la presidon intraluminal sobre (A) el diametro externo, (B) el
didmetro interno, y (C) la relacién media/luz en AMR de ratas WKY y SHR tratadas o no con
pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). Los experimentos se realizaron en
condiciones pasivas (KH-0Ca**). Cada punto representa la media * ES. *p<0,05 vs WKY, ANOVA
(dos-vias) seguido de andlisis de Bonferroni. n indica el nUmero de animales. (D) Reconstruccion
tridimensional del grosor de la pared del vaso en AMR de ratas WKY y SHR tratadas o no con
pioglitazona.
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2.2.2. Mecanica

La figura 67 muestra los pardmetros mecanicos de las AMR de ratas WKY y SHR
tratadas o no con pioglitazona. Como se observa en la figura 67A, en arterias de SHR la
curva estrés-tension se encuentra desplazada hacia la izquierda respecto a la de las
arterias de ratas WKY, lo que indica una mayor rigidez de la pared arterial de animales
hipertensos, como se demuestra por el aumento del valor de B (WKY: 4,75 + 0,2, n=8;
SHR: 8,57 + 1,02, n=8; p<0,05). El tratamiento con pioglitazona no modificd este
parametro (8,36 + 0,71, n=9; p>0,05 vs SHR) ni la curva estrés-tension, por tanto, no

afectd a la rigidez vascular.

A presiones intraluminales bajas, las AMR de WKY fueron mas distensibles que las de
ratas hipertensas. El tratamiento de las ratas hipertensas con pioglitazona no modificé

la distensibilidad de las arterias (Fig. 67B).
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Fig. 67: Efecto de la presidn intraluminal sobre (A) la relacién estrés-tensién y (B) la
distensibilidad incremental en AMR de ratas WKY y SHR tratadas o no con pioglitazona durante
28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). D,, didmetro interno a 3 mmHg; D;, didmetro interno observado
para una presidn intravascular dada. Los experimentos se realizaron en condiciones pasivas
(KH-0Ca®"). Cada punto representa la media * ES. *p<0,05 vs WKY, ANOVA (dos-vias) seguido de
analisis de Bonferroni. n indica el nimero de animales.
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2.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LAS RESPUESTAS
VASCULARES

Las respuestas vasodilatadoras dependientes de endotelio inducidas por acetilcolina
(10 uM) fueron mayores en AMR de ratas normotensas (91,4 + 0,9 %, n=15) que de
ratas hipertensas (78,3 + 1,1 %, n=22; p<0,05); el tratamiento con pioglitazona mejord
ligeramente esta respuesta, aunque fue auin menor que la observada en arterias de
ratas normotensas (83,1 + 1,9 %, n=19; p<0,05 vs SHR y vs WKY). La contraccién
inducida por 120 mM K*-KHS fue igual en todos los grupos analizados (WKY: 3,3 + 0,2
mN/mm, n=15; SHR: 3,2 + 0,1 mN/mm, n=22; SHR + Pio: 3,11 + 0,09 mN/mm, n=19;
p>0,05). El agonista ai-adrenérgico fenilefrina (0,1-30 uM) dio lugar a respuestas
vasoconstrictoras dependientes de concentracién que fueron similares en segmentos
de animales normotensos e hipertensos. El tratamiento de SHR con pioglitazona no

modificé la respuesta contractil a fenilefrina (Fig. 68).
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Fig. 68: Curva concentracidon-respuesta a fenilefrina en segmentos de arterias mesentéricas de
resistencia de WKY y SHR (izda) y SHR tratadas o no con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5
mg/Kg x dia) (dcha). Los resultados (media * ES) estan expresados en porcentaje de la
respuesta a K'-KHS. n indica el nimero de animales.
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2.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PARTICIPACION
DE DERIVADOS DE COX-2 EN LA RESPUESTA VASCULAR A FENILEFRINA

2.4.1. Expresion y localizacion vascular de COX-2

Nuestro grupo previamente habia descrito que la expresidon de la proteina COX-2 es
mayor en arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR respecto a las de WKY
(Briones y cols., 2002b). En este trabajo confirmamos este resultado y encontramos
que, de forma similar, los niveles de ARNm de COX-2 fueron mayores en AMR de SHR
gue en WKY. El tratamiento con pioglitazona aumentd aun mas los niveles del ARNm y

la expresion proteica de COX-2 (Fig. 69).

Cuando analizamos por inmunofluorescencia la expresiéon de COX-2 en las distintas
capas vasculares de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR tratadas con
pioglitazona, se observd una expresion significativa de COX-2 en todas las capas del

vaso, en células adventiciales, musculares y endoteliales (Fig. 69).
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Fig. 69: A) En la parte superior se observa un blot representativo con el resultado del analisis
densitométrico para la expresion de la proteina COX-2 y en la parte inferior RT-PCR cuantitativa
para los niveles de ARNm de esta enzima en arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY
y SHR no tratadas y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). La
expresion se normalizd utilizando a-actina para la proteina y B,-microglobulina para el ARNm.
Los resultados (media + ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en
WKY. *p<0,05 vs WKY y *p<0,05 vs SHR no tratadas, por t de Student no pareada. n indica el
numero de animales. B) Imdgenes representativas de inmunofluorescencia de COX-2 en
secciones transversales de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia) y su control negativo (C-), n=3. CA: célula
adventicial; CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa. Tamafio de la imagen 238 x 238
pum.
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Una vez determinada la presencia de COX-2 en los distintos componentes celulares de
la pared vascular, analizamos el efecto de la administracién de pioglitazona (10 uM, 42
h) sobre la expresién de COX-2 en CMLV vy fibroblastos procedentes de aorta de ratas
SHR. En CMLV se observd una expresion basal de COX-2 tanto a nivel de proteina como
de ARNm, que aumento ligera, pero significativamente, tras el tratamiento con
pioglitazona (Fig. 70A). En fibroblastos adventiciales, la expresion proteica de COX-2 fue
practicamente indetectable. Tras el tratamiento con pioglitazona se observé expresién

proteica de COX-2 asi como un aumento en los niveles de ARNm (Fig. 70B).
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Fig. 70: En la parte superior se observa un blot representativo con el resultado del andlisis
densitométrico para la expresion de la proteina COX-2 y en la parte inferior RT-PCR cuantitativa
para los niveles de ARNm de esta enzima en (A) células musculares lisas vasculares (CMLV) y (B)
fibroblastos adventiciales de aorta de SHR en situacién control y tras la incubacién con
pioglitazona (Pio, 10 uM, 42 h). La expresién se normalizé utilizando a-actina en CMLV y B-
actina en fibroblastos para la proteina y B,-microglobulina para el ARNm. Los resultados (media
+ ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles de COX-2 en cultivos de SHR
control. *¥p<0,05 vs SHR control por t de Student pareada. n indica el nimero de experimentos.
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2.4.2. Participacion de COX-2 en la respuesta vascular a fenilefrina

Para comprobar si COX-2 participa en la contraccion inducida por fenilefrina se utilizo el
inhibidor selectivo de COX-2, NS 398 (1 uM). Este fdrmaco no modifico la respuesta ni
en segmentos de animales normotensos ni de hipertensos, pero disminuyo la respuesta

a fenilefrina en arterias de SHR tratadas con pioglitazona (Fig. 71).
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Fig. 71: Efecto de NS 398 (1 uM) sobre la curva concentracién-respuesta a fenilefrina en
segmentos de arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar y tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media + ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K*-KHS. *p<0,05 vs control, ANOVA (dos-vias) seguido de andlisis
de Bonferroni. n indica el nimero de animales.
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Estos resultados sugieren que el tratamiento con pioglitazona incrementa la
participaciéon de prostanoides contractiles derivados de COX-2 en la respuesta a

fenilefrina.

2.4.3. Identificacion de los prostanoides implicados en el efecto del

tratamiento con pioglitazona sobre la respuesta vascular a fenilefrina
2.4.3.1. Participacion de los receptores EP,/EP;

Un prostanoide capaz de generar respuestas vasoconstrictoras es la PGE,, la cual puede
producir contraccion a través de receptores EP; y EPs. Para determinar si la activacion
de estos receptores estaba implicada en la contraccién inducida por fenilefrina, las
arterias se incubaron con su antagonista SC 19220 (10 uM). Este farmaco no modificé la
respuesta contractil inducida por fenilefrina ni en SHR control ni en SHR tratada con
pioglitazona, excluyendo, por tanto, la participaciéon de PGE; a través de sus receptores

EP1/EP3 en el efecto vasoconstrictor de fenilefrina (Fig. 72).
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Fig. 72: Efecto de SC 19220 (10 uM) sobre la curva concentracidn-respuesta a fenilefrina en
segmentos de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR sin tratar y tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media * ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K'-KHS. n indica el nimero de animales.
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2.4.3.2. Participacion del receptor TP

Para estudiar si los prostanoides contractiles que participaban en la respuesta a
fenilefrina lo hacian a través de la activacion del receptor TP, se utilizd el antagonista
de este receptor SQ 29,548 (1 uM). Este farmaco no modificd la respuesta en SHR,

mientras que redujo la contraccién inducida por fenilefrina en arterias de SHR tratadas

con pioglitazona (Fig. 73).
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Fig. 73: Efecto de SQ 29,548 (1 uM) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina en
segmentos de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR sin tratar y tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media + ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K*-KHS. *p<0,05 vs control, ANOVA (dos-vias) seguido de andlisis
de Bonferroni. n indica el nimero de animales.
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2.4.3.3. Participacion de tromboxano

El TXA; es el principal prostanoide vasoconstrictor que actua a través del receptor TP.
Por ello, estudiamos el efecto del inhibidor de la tromboxano A, sintasa furegrelato (1
UM), sobre la respuesta contractil inducida por fenilefrina. Este farmaco no modificé
dicha respuesta ni en SHR control ni en SHR tratada con pioglitazona, lo que descarta la

participaciéon de TXA, (Fig. 74).
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Fig. 74: Efecto de furegrelato (1 uM) sobre la curva concentracién-respuesta a fenilefrina en
segmentos de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR sin tratar y tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media * ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K'-KHS. n indica el nimero de animales.
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2.4.3.4. Medida de los niveles de PGF,, y 8-isoprostano

Como hemos comentado anteriormente, los prostanoides contractiles que participan
en la respuesta a fenilefrina en arterias de animales tratados con pioglitazona actuan a
través del receptor TP, aunque nuestros resultados descartan la implicacion del TXA,.
Sin embargo, otros derivados de la ciclooxigenasa pueden producir respuestas
contractiles por unidon a este receptor. A continuacién analizamos el efecto del

tratamiento con pioglitazona sobre la liberacion de estos derivados de COX-2.

La PGF,4 es uno de los prostanoides que puede inducir vasoconstriccion mediada por el
receptor TP. Este prostanoide es rapidamente metabolizado a 13,14-dihidro-15-ceto-
PGF,,, siendo este metabolito el que se determina. De igual forma, los isoprostanos son
una familia de eicosanoides que inducen también contraccion a través del receptor TP.
Puesto que no disponemos de herramientas farmacoldgicas, determinamos su
produccién. Los niveles de 13,14-dihidro-15-ceto-PGF,,, y 8-isoprostano determinados
en el medio Krebs-Henseleit, una vez finalizada la curva concentracidon-respuesta a
fenilefrina, fueron similares en SHR y WKY. El tratamiento con pioglitazona no alterd la

produccién de 8-isoprostano ni de 13,14-dihidro-15-ceto-PGF,, (Fig. 75).
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Fig. 75: Niveles de 13,14-dihidro-15-ceto-PGF,, y 8-isoprostano tras la realizacion de la curva
concentracion-respuesta a fenilefrina en el medio de incubacidn en arterias mesentéricas de
resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5
mg/Kg x dia). Los resultados se expresan como media * ES. n indica el nimero de animales.
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2.4.3.5. Participacion de prostaciclina

La prostaciclina es el principal prostanoide vasodilatador producido por el endotelio.
Sin embargo, también se ha demostrado que a elevadas concentraciones o en
determinadas situaciones como envejecimiento e hipertension, la prostaciclina puede
inducir vasoconstricciéon a través de la union con el receptor TP (Rapoport y Williams,
1996; Blanco-Rivero y cols., 2005). Para estudiar el papel de este prostanoide en la
respuesta a fenilefrina, se analiz6 el efecto de un inhibidor de la PGI, sintasa,
tranilcipromina (10 uM). Este farmaco no modificd la respuesta en segmentos de SHR
pero redujo la contraccion inducida por fenilefrina tras el tratamiento con pioglitazona

(Fig. 76), sugiriendo la participacion de PGl,, como agente vasoconstrictor, en dicha

respuesta.
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Fig. 76: Efecto de tranilcipromina (10 uM) sobre la curva concentracién-respuesta a fenilefrina
en segmentos de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR sin tratar y tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media + ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K*-KHS. *p<0,05 vs control, ANOVA (dos-vias) seguido de andlisis
de Bonferroni. n indica el nimero de animales.
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En ratas tratadas con pioglitazona el antagonista del receptor IP RO 1138452 (1 uM) no
modificé las contracciones inducidas por fenilefrina (Fig. 77A), lo que descarta la

participaciéon de la activacion de este receptor por prostacilina en la respuesta a

fenilefrina.

La combinacién de RO 1138452 (1 uM) con SQ 29,548 (1 uM) redujo la respuesta
vasoconstrictora a fenilefrina (Fig. 77B). El efecto fue similar al observado cuando se
utilizé SQ 29,548 solo, como se muestra por la comparacion de la diferencia del area

bajo la curva a fenilefrina (dABC) (SQ 29,548: 19,5 + 3,1 n=5; SQ 29,548 + RO 1138452:
23,5+ 5,8 n=7; p=0,05).
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Fig. 77: A) Efecto de RO 1138452 (1 uM) y B) de la combinacion de RO 1138452 (1 uM) y SQ
29,548 (1 uM) sobre la curva concentracidn-respuesta a fenilefrina en segmentos de arterias
mesentéricas de resistencia de ratas SHR tratadas con pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg
x dia). Los resultados (media * ES) estdn expresados en porcentaje de la respuesta a K'-KHS.

*p<0,05 vs control, ANOVA (dos-vias) seguido de andlisis de Bonferroni. n indica el nimero de
animales.
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Una vez determinado que en nuestras condiciones experimentales prostaciclina parece
producir vasoconstriccidon a través del receptor TP, comprobamos el efecto de la
administracion de su analogo iloprost. En segmentos precontraidos con fenilefrina, a
una concentracion que produce aproximadamente un 50% de la contraccién inducida
por K'-KHS, iloprost (1 puM) indujo una respuesta bifasica que consistia en una
contraccion rapida seguida de una relajacion lenta (Fig. 78A). La fase contractil fue
mayor en arterias de SHR que en WKY y no se alteraba después del tratamiento con
pioglitazona (Fig. 78B). En AMR de ratas tratadas con pioglitazona esta respuesta
contractil provocada por iloprost no fue modificada ni por RO 1138452 ni por SC 19220,
pero fue reducida por SQ 29,548 (Fig. 78C).
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Fig. 78: A) Experimento representativo del efecto de la adicién de iloprost a arterias
mesentéricas de resistencia de ratas SHR tratadas con pioglitazona precontraidas con
fenilefrina. B) Fase contractil de la respuesta inducida por iloprost en AMR de ratas WKY y SHR
tratadas o no con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). C) Efecto de SQ 29,548 (1
puM), RO 1138452 (1 uM) y SC 19220 (10 uM) sobre la contraccidn inducida por iloprost en ratas
tratadas con pioglitazona. Los resultados (media * ES) estan expresados como porcentaje de la
respuesta a K'-KHS. *p<0,05 vs WKY y *p<0,05 vs pioglitazona control por t de Student no
pareada. n indica el nimero de animales.
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La fase vasodilatadora a iloprost era mas lenta en arterias de SHR que en WKY, como
puede observarse en la curva tiempo-respuesta (Fig. 79A). Tras el tratamiento con
pioglitazona la respuesta era similar a la inducida en las ratas no tratadas (Fig. 79A). En
AMR de ratas tratadas con pioglitazona la relajacion inducida por iloprost era casi
abolida por RO 1138452, acelerada cuando se preincubaba con SQ 29,548, mientras
que no fue afectada por SC 19220 (Fig. 79B).
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Fig. 79: A) Relajacién en funcidn del tiempo inducida por iloprost en arterias mesentéricas de
resistencia de ratas WKY y SHR tratadas o no con pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia).
B) Efecto de SQ 29,548 (1 uM), RO 1138452 (1 uM) y SC 19220 (10 uM) sobre la relajacion
inducida por iloprost en ratas tratadas con pioglitazona. Los resultados (media + ES) estan
expresados como porcentaje de la contraccidon previa. *p<0,05 vs WKY (A) o vs pioglitazona
control (B) por t de Student no pareada. n indica el nUmero de animales.
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Los resultados mostrados anteriormente sugieren que en ratas tratadas con
pioglitazona la PGI, participa como vasoconstrictor a través de receptores TP en la
respuesta a fenilefrina. Por esto, se determind la produccién de su metabolito, 6-ceto-
PGFiy, en la solucion de Krebs-Henseleit una vez finalizada la curva concentracidn-
respuesta a fenilefrina. Los niveles de este metabolito fueron menores en arterias
mesentéricas de resistencia de SHR comparadas con las de su control normotenso
WAKY. El tratamiento de las ratas SHR con pioglitazona produjo un aumento significativo

de la produccién de este prostanoide (Fig. 80).
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Fig. 80: Niveles de 6-ceto-PGF,, tras la realizacion de la curva concentracidn-respuesta a
fenilefrina en el medio de incubacidn en arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY vy
SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). Los resultados
se expresan como media * ES. *p<0,05 vs WKY y *p<0,05 vs SHR, por t de Student no pareada. n
indica el nimero de animales.
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2.4.3.6. Papel del endotelio

Tras la eliminacién del endotelio, la curva concentracion-respuesta a fenilefrina en
segmentos de ratas tratadas con pioglitazona fue desplazada hacia la izquierda (Emax:
115,2 £ 2,1 % vs 130,9 £ 2,6 % para E+, n=38, y E-, n=8, respectivamente, p<0,05; pD2:
5,51+0,02vs 5,74 + 0,03 para E+y E-, respectivamente, p<0,05), y este desplazamiento

fue similar al observado en segmentos de SHR sin tratar (datos no mostrados).

Para analizar si los prostanoides derivados de COX-2 que estaban participando en la
respuesta contractil inducida por fenilefrina en ratas SHR tratadas con pioglitazona
eran de origen endotelial, se estudidé el efecto de NS 398 en segmentos a los que se
habia eliminado mecanicamente esta capa vascular. Como podemos observar en la
figura 81A, NS 398 (1 uM) disminuyd la contraccién inducida por fenilefrina en
segmentos sin endotelio (E-); sin embargo, este efecto inhibitorio fue mucho menor
gue el observado en segmentos con el endotelio intacto, como muestran los valores del
analisis de la diferencia del area bajo la curva concentracion-respuesta (Fig. 81B), lo que
sugiere una importante participacidon del endotelio en la produccién de derivados de

COX-2.

En segmentos de ratas SHR tratadas con pioglitazona, la eliminacion del endotelio
abolié por completo el efecto inhibitorio inducido por SQ 29,548 sobre la contraccién

inducida por fenilefrina (Fig. 82).

Todos estos resultados sugieren que el tratamiento con pioglitazona aumenta la
participacién de prostanoides contractiles derivados del endotelio en la respuesta a
fenilefrina que actuan a través de la unién al receptor TP. Entre los prostanoides

implicados en ese aumento de la respuesta contractil se encuentra la PGl,.
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Fig. 81: A) Efecto de NS 398 (1 uM) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina en
segmentos sin endotelio (E-) de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media * ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K*-KHS. *p<0,05 vs control, ANOVA (dos-vias) seguido de andlisis
de Bonferroni. B) Diferencias del drea bajo la curva a fenilefrina (dABC) en ausencia y presencia
de NS 398 en segmentos con (E+) o sin endotelio (E-) de ratas tratadas. Los resultados (media +
ES) estan expresados como porcentaje del ABC en situacion control. *p<0,05 vs SHR + Pio (E+)
por t de Student no pareada. n indica el nimero de animales.
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Fig. 82: Efecto de SQ 29,548 (1 uM) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina en
segmentos sin endotelio (E-) de arterias mesentéricas de resistencia de ratas SHR tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media + ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K'-KHS. n indica el nimero de animales.
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2.5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PARTICIPACION
DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA RESPUESTA VASCULAR A
FENILEFRINA

En hipertensidon se ha descrito ampliamente una incrementada produccion de O;”
(Alvarez y cols., 2007; Garcia-Redondo y cols., 2009b). Ademds, ese O," es capaz de
modular las respuestas contrdctiles, incluyendo la producida por los agonistas a-
adrenérgicos (Briones y cols., 2002b; Alvarez y cols., 2008; Wiggers y cols., 2008).
Existen distintas fuentes a partir de las cuales se pueden generar especies reactivas de
oxigeno a nivel vascular, entre ellas la NAD(P)H oxidasa y la xantina oxidasa. Para
estudiar la participacion de ROS procedentes de estas fuentes en la contraccién a
fenilefrina, preincubamos las arterias con alopurinol, inhibidor de la xantina oxidasa, y
con apocinina, inhibidor de la NAD(P)H oxidasa. Alopurinol (0,3 mM) desplazé a la
derecha la curva concentracion-respuesta a fenilefrina en SHR, pero no en WKY. El
tratamiento con pioglitazona abolio el efecto del alopurinol sobre la contraccidn

inducida por fenilefrina (Fig. 83).
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Fig. 83: Efecto de alopurinol (0,3

Fenilefrina (log M)

mM) sobre la curva concentracién-respuesta inducida por

fenilefrina en arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar o tratadas con

pioglitazona durante 28 dias (2,5 m

g/Kg x dia). Los resultados (media * ES) estan expresados en

porcentaje de la contraccién inducida por K*-KHS. *p<0,05 vs control, ANOVA (dos-vias) seguido
de analisis de Bonferroni. n indica el nimero de animales.
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Apocinina (0,3 mM) inhibid la respuesta contractil a fenilefrina en WKY y SHR, aunque
el efecto inhibitorio fue mayor en arterias de ratas hipertensas, como se muestra en el
analisis de la diferencia del area bajo la curva concentracién-respuesta. El tratamiento
con pioglitazona abolié el efecto inhibitorio de apocinina sobre la contraccién inducida

por fenilefrina (Fig. 84).
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Fig. 84: Efecto de apocinina (0,3 mM) sobre la curva concentracidn-respuesta inducida por
fenilefrina en arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar o tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media + ES) estan expresados en
porcentaje de la contraccion inducida por K*-KHS. *p<0,05 vs control, ANOVA (dos-vias) seguido
de analisis de Bonferroni. Los histogramas (media + ES) muestran las diferencias de area bajo la
curva a fenilefrina (dABC) en arterias de ratas WKY y SHR no tratadas en ausencia y presencia
de apocinina, representadas como porcentaje del ABC en situacién control en cada caso.
*p<0,05 vs WKY por t de Student no pareada. n indica el nimero de animales.
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2.5.1. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la expresion vascular de

NOX-1

Una vez comprobado que el tratamiento con pioglitazona reducia la participacion de
ROS, analizamos la expresion de NOX-1, subunidad catalitica de la NAD(P)H oxidasa y
principal implicada en la respuesta inflamatoria. Los niveles de ARNm de NOX-1 fueron
mayores en arterias de ratas SHR que en arterias de WKY. El tratamiento de SHR con

pioglitazona normalizé dichos niveles, aboliendo las diferencias entre cepas (Fig. 85).

Expresion relativa
ARNm NOX-1
N

WKY SHR SHR + Pio

Fig. 85: Expresion del ARNm de NOX-1 por RT-PCR cuantitativa en arterias mesentéricas de
resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). La
expresion se normalizé utilizando B,-microglobulina. Los resultados (media * ES) estén
expresados como la expresion relativa de ARNm con respecto al control normotenso WKY.
*p<0,05 vs WKY y *p<0,05 vs SHR, por t de Student no pareada. n indica el nimero de animales.

2.5.2. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la produccion de O,” y de

malondialdehido

Nuestro grupo ha descrito previamente que la produccién de O,” es mayor en
segmentos de arterias mesentéricas de resistencia de animales hipertensos que en
segmentos de animales normotensos (Garcia-Redondo y cols., 2009b); estos resultados
fueron confirmados en el presente trabajo (Fig. 86). Ademds, observamos que el
tratamiento de SHR con pioglitazona redujo la produccion de O,  en arterias

mesentéricas de resistencia (Fig. 86).
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Fig. 86: Cuantificacidon de la fluorescencia emitida por dihidroetidio en segmentos de arterias
mesentéricas de resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona durante
28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). En la parte superior se muestran imagenes representativas. Los
resultados (media * ES) estan expresados en relacién a la sefial observada en WKY. *p<0,05 vs
WKY y *p<0,05 vs SHR, por t de Student no pareada. n indica el nimero de animales. Tamafio de
laimagen 238 x 238 um.

Nuestro grupo también ha descrito mayores niveles de MDA en el plasma de ratas
hipertensas que en sus controles normotensos (Alvarez y cols., 2007). En este trabajo
observamos asimismo esta diferencia, y que el tratamiento con pioglitazona no

modifica los niveles plasmaticos de MDA (Fig. 87).

0.0 T
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Fig. 87: Medida de los niveles plasmaticos de malondialdehido (MDA) en ratas WKY y SHR sin
tratar y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). Los resultados se
expresan como media * ES. *p<0,05 vs WKY por t de Student no pareada. n indica el nimero de
animales.
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2.5.3. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la expresion vascular de

SOD y catalasa

Como ya hemos comentado existen tres isoformas de SODs que presentan distinta
localizacion celular. Todas las SODs catalizan la dismutacion de dos moléculas de O, a
H,0, y oxigeno molecular. La cobre/zinc-SOD (Cu/Zn-SOD) se encuentra en el citosol,
nucleo y peroxisomas, la manganeso-SOD (Mn-SOD) se encuentra en la mitocondria y la
extracelular-SOD (EC-SOD) se secreta al espacio extracelular. El analisis por Western
Blot revelé6 una menor expresiéon de Cu/Zn-SOD, Mn-SOD y EC-SOD en arterias
mesentéricas de resistencia de ratas SHR que en arterias de ratas WKY (Fig. 88). El
tratamiento de ratas SHR con pioglitazona no modificé la expresion de Cu/Zn-SOD ni de

Mn-SOD, aunque redujo aun mas la expresion de EC-SOD (Fig. 88).

1.5
©
£
® |
5 1.0
S~
[a)
o
[72]
¢ 0.5
N
~
=]
o
0.0 T
WKY SHR SHR + Pio

P —
a-actina E a-actina

1.57 1.57
g -
£ 1.0 g 1.0
3 3
I I
o o
% 0.5 9 0.57
s e

n=6 n=6
0.0 r 0.0 .
WKY SHR SHR + Pio WKY SHR SHR + Pio

Fig. 88: Expresion de las proteinas Cu/Zn-SOD, Mn-SOD y EC-SOD en arterias mesentéricas de
resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5
mg/Kg x dia). La parte superior de la figura muestra un blot representativo. La expresion se
normalizé utilizando a-actina. Los resultados (media £ ES) se expresan como expresion relativa
respecto a la expresiéon de WKY. *p<0,05 vs WKY y *p<0,05 vs SHR, por t de Student no pareada.
n indica el ndmero de animales.
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A continuacidn analizamos los niveles de catalasa, enzima que cataliza Ia
transformacion de H,0, en agua y oxigeno. Los niveles de ARNm de catalasa fueron
similares en arterias de ratas normotensas y de ratas hipertensas. El tratamiento con

pioglitazona incrementd significativamente el ARNm de catalasa (Fig. 89).

Expresion relativa
ARNm Catalasa

WKY SHR SHR + Pio

Fig. 89: Expresion relativa del ARNm de catalasa en arterias mesentéricas de resistencia de
ratas WKY y SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). La
expresion se normalizé utilizando B,-microglobulina como control enddgeno. Los resultados
(media + ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en WKY. *p<0,05 vs
SHR por t de Student no pareada. n indica el nimero de animales.

2.6. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PARTICIPACION
DE OXIDO NITRICO EN LA RESPUESTA VASCULAR A FENILEFRINA

Se ha descrito que el NO modula las respuestas vasoconstrictoras y que el aumento en
el estrés oxidativo observado en la hipertensién puede reducir la biodisponibilidad del
NO y contribuir a las respuestas vasculares alteradas encontradas en esta patologia
(Dowell y cols., 1999). De acuerdo con esto, la incubacidn de los segmentos de arterias
mesentéricas de resistencia con el inhibidor no selectivo de la NOS, L-NAME (100 uM),
gue compite por el sitio de unidn del enzima con el sustrato, L-Arginina, potencid la
respuesta a fenilefrina en segmentos procedentes de ratas WKY y SHR. Este efecto fue
menor en SHR, como muestra el analisis de la diferencia del area bajo la curva
concentracién-respuesta (Fig. 90). En ratas SHR tratadas con pioglitazona, L-NAME
también incrementd la respuesta vasoconstrictora inducida por fenilefrina; sin
embargo, el andlisis de las diferencias de area bajo la curva muestra que este efecto fue

mayor que el observado en arterias de ratas SHR sin tratar (Fig. 90), sugiriendo que el
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tratamiento con pioglitazona incrementa la modulacién de la respuesta a fenilefrina

por parte del NO.
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Fig. 90: Efecto de L-NAME (100 uM) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina en
segmentos de arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY y SHR sin tratar y tratadas con
pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). Los resultados (media * ES) estan
expresados en porcentaje de la contraccidn inducida por K'-KHS. *p<0,05 vs control, ANOVA
(dos-vias) seguido de andlisis de Bonferroni. Los histogramas (media + ES) muestran las
diferencias de area bajo la curva a fenilefrina (dABC) en ausencia y presencia de L-NAME,
representadas como porcentaje del ABC de situacidn control. *p<0,05 vs WKY y *p<0,05 vs SHR,

por t de Student no pareada. n indica el nimero de animales.
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2.6.1. Efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la expresion de eNOS

Una vez determinado que el tratamiento con pioglitazona aumentaba la participacion
del NO en la respuesta a fenilefrina, determinamos si este aumento se debia a la mayor
expresion de la isoforma endotelial de la NOS, eNOS. La expresion de eNOS fue similar
en arterias mesentéricas de resistencia de ratas normotensas e hipertensas; el

tratamiento con pioglitazona no modificé la expresion del enzima (Fig. 91).
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Fig. 91: Expresidn de la proteina eNOS por Western Blot en arterias mesentéricas de resistencia
de ratas WKY y SHR no tratadas y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x
dia). La expresion se normalizd utilizando a-actina. Los resultados estan expresados como
media % ES. n indica el nimero de animales.

2.7. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA EXPRESION
VASCULAR DE PPAR

Se ha descrito que la expresion de los PPAR estd modificada con la hipertension, y que
estos cambios podrian contribuir a explicar algunas de las caracteristicas de esta
patologia como la incrementada proliferacion, migracion e inflamacién (Li y cols., 2010;
Zhang y cols., 2010). Los niveles de ARNm de PPARy fueron menores en arterias
mesentéricas de resistencia de ratas SHR que en WKY. El tratamiento de SHR con

pioglitazona aumento significativamente los niveles de ARNm de PPARYy (Fig. 92).
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Fig. 92: Expresion relativa del ARNm de PPARy en arterias mesentéricas de resistencia de ratas
WKY y SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). La
expresion se normalizé utilizando B,-microglobulina como control endégeno. Los resultados
(media * ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en WKY. *p<0,05 vs
WKY y #p<0,05 vs SHR, por t de Student no pareada. n indica el nimero de animales.

En cuanto a los niveles de ARNm de PPARaq, éstos fueron similares en arterias de ratas
WKY y SHR. El tratamiento de SHR con pioglitazona no modificd los niveles de ARNm de

PPARa (Fig. 93).
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Fig. 93: Expresion relativa del ARNm de PPARa en arterias mesentéricas de resistencia de ratas
WKY y SHR sin tratar y tratadas con pioglitazona durante 28 dias (Pio, 2,5 mg/Kg x dia). La
expresion se normalizé utilizando B,-microglobulina como control enddgeno. Los resultados
(media £ ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en WKY. n indica el
ndmero de animales.
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DISCUSION

Con la hipertension se han descrito alteraciones en la actividad y en la expresion de
COX-2, isoforma inducible de la COX (Garcia-Cohen y cols., 2000; Davidge, 2001),
sugiriendo una alteracién en la produccion de prostanoides a partir de esta isoforma en
dicha patologia. Ademas, en la hipertensién también se ha descrito un incremento de
los niveles tanto plasmaticos como vasculares de citoquinas proinflamatorias
circulantes, como IL-1B (Sanz-Rosa y cols., 2005), asi como de la capacidad de IL-1B
para inducir la expresion de COX-2 en distintos lechos vasculares (Mendez y Lapointe,
2003; Briones y cols., 2005b). La hipertension, asimismo, se caracteriza por una
alteracion en la activacién de proteinas generadoras de O,”, como la NAD(P)H oxidasa,
y/o en los niveles de sistemas antioxidantes, como las SODs (Zalba y cols., 2001; Polizio
y Pefia, 2005), que conduce a un aumento del estrés oxidativo, lo que explicaria la
disminucion de la biodisponibilidad de NO y la disfuncion endotelial observada en esta
patologia. Por otra parte, se ha propuesto que la expresiéon de PPAR, receptores
nucleares con propiedades antiinflamatorias, puede estar disminuida en vasos
sanguineos de animales hipertensos, lo que contribuiria al aumento en la proliferacion,
migracion, inflamacién y fibrosis, caracteristicas de la hipertension (Wu y cols., 2004).
Todas estas alteraciones podrian ser responsables de las alteraciones en la liberacion
de factores que modulan el tono vascular y de esta manera contribuir a la génesis y/o

mantenimiento de la hipertensidn.

1. TRATAMIENTO AGUDO CON AGONISTAS PPARy DE CELULAS DE
MUSCULO LISO VASCULAR DE RATAS NORMOTENSAS E HIPERTENSAS

1.1. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA EXPRESION DE COX-2

Como ya comentamos, COX cataliza el paso clave en la formaciéon de prostanoides,
conocidos mediadores de la respuesta inflamatoria. Ademas, COX-2, la isoforma
inducible de la COX, esta incrementada en condiciones patoldgicas e involucrada en
patologias asociadas a procesos inflamatorios como la hipertension (Adeagbo y cols.,
2005; Alvarez y cols., 2005; Virdis y cols., 2009). El andlisis de la expresion proteica de
COX-2 en condiciones basales no mostré diferencias entre CMLV procedentes de aorta

de WKY y de SHR, lo que estaba de acuerdo con la similar expresién de ARNm descrita
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previamente por nuestro grupo en este tipo celular (Pérez Girén, 2009). Estos
resultados difieren de los obtenidos previamente en arteria mesentérica y aorta
(Briones y cols., 2002b; Alvarez y cols., 2005), donde se observaron niveles mayores de
expresion de esta proteina en SHR que en WKY. Esta diferencia puede explicarse por la
existencia de distintos tipos celulares en el vaso entero, asi como por la notable
diferencia entre la situacion in vivo e in vitro, ya que los vasos de los animales
hipertensos estan expuestos crénicamente a niveles elevados de citoquinas y de otros
mediadores proinflamatorios como la Ang I, algo que no ocurre en los cultivos
celulares. Asi, la mayor expresion de COX-2 descrita en arterias mesentéricas y aorta de
SHR sugiere una relacién con los niveles de citoquinas y mediadores proinflamatorios
circulantes, otorgando a éstos un papel clave en la regulacion de la expresion de esta
enzima y, por lo tanto, en la inflamacidn vascular y en las alteraciones funcionales y
estructurales asociadas a la hipertensién. De esta manera, la activacion de COX-2 por
citoquinas proinflamatorias como IL-13 en la pared vascular podria contribuir al
proceso inflamatorio y a las alteraciones vasculares encontradas en hipertension. De
hecho, la capacidad de la IL-1p para inducir la expresion de COX-2, se ha descrito en
distintos lechos vasculares incluyendo arterias coronarias (Bishop-Bailey y cols., 1998),
mesentéricas (Briones y cols., 2005b) y cerebrales (Lacroix y Rivest, 1998), al igual que
en cultivos de CMLV (Jiang y cols., 2004; Kang y cols., 2008), células endoteliales (Uracz
y cols., 2002), fibroblastos (Farrajota y cols., 2005), células mesangiales (Sawano y cols.,
2002), condrocitos (Wang y cols., 2010) y cardiomiocitos (Mendez y Lapointe, 2003).
Puesto que los niveles de citoquinas, como IL-1B, estan aumentados en SHR (Sanz-Rosa
y cols., 2005) nos planteamos analizar si en la hipertension estan alterados los
mecanismos proinflamatorios activados por esta citoquina. Para ello se estimularon los
cultivos de CMLV de ambas cepas con dicha citoquina durante 24 h y observamos un
incremento de la expresiéon de la proteina COX-2, que fue mayor en cultivos
procedentes de SHR que de WKY, lo que estaba de acuerdo con la mayor expresion de

ARNm descrita previamente por nuestro grupo en este tipo celular (Pérez Girén, 2009).
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1.2. EFECTO DE IL-1B SOBRE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

Las ROS, entre las que se encuentran el O,” y el H,0,, participan como segundos
mensajeros en el crecimiento, migracion y supervivencia de las células del musculo liso
asi como en el remodelado de la pared del vaso, sugiriendo que tanto las fuentes de
ROS como las vias de sefializacién en las que participan quiza representen importantes
dianas terapéuticas en enfermedades cardiovasculares como la hipertension, donde se
han observado niveles elevados de ROS (Griendling y cols., 2000; Taniyama vy
Griendling, 2003; Pauletto y Rattazzi, 2006; Paravicini y Touyz, 2006; 2008; Marchesi y
cols., 2008; Harrison y Gongora, 2009). Como ya comentamos, la NAD(P)H oxidasa es la
principal fuente generadora de ROS en células vasculares (Beswick y cols., 2001a; Touyz
y Schiffrin, 2004; Dikalov y cols., 2008). Cuando analizamos la actividad basal del
complejo enzimatico NAD(P)H oxidasa observamos que era mayor en SHR que en WKY.
Resultados similares han sido descritos en CMLV de aorta de rata (Zalba y cols., 2000).
En AMR, Briones y cols. (2011) también han observado mayor actividad en SHR que en
WKY vy sugieren que la upregulacion de las isoformas NOX quiza contribuya a la
incrementada actividad de la NAD(P)H oxidasa en SHR, al menos en condiciones
basales. De hecho, nuestro grupo ha descrito mayores niveles de ARNm de NOX-1 en
CMLV de SHR comparado con WKY (Pérez Girén, 2009). En linea con estos resultados,
Chan y cols. (2009) observaron que las ratas SHR presentaban una produccién
aumentada de O, derivado de la NAD(P)H oxidasa comparado con las WKY en médula
ventrolateral rostral, lo cual contribuia a la hipertensién y al aumentado tono

vasomotor simpatico observado en esta cepa.

En varios tipos celulares, incluyendo células vasculares, se ha descrito un incremento
en la produccién de ROS inducido por citoquinas proinflamatorias como IL-13 (Meier y
cols., 1989; Bowie y O’Neill, 2000; Mendes y cols., 2003) o TNF-a (Meier y cols., 1989;
Bowie y O’Neill, 2000; Manea y cols., 2010) asi como por Ang Il (Rajagopalan y cols.,
1996; Briones y cols., 2011). Uno de los mecanismos por el que estos estimulos podrian
contribuir al aumento en el estrés oxidativo e inflamacion vascular asociada a la

hipertension seria a través del aumento en la produccion de ROS por la NAD(P)H
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oxidasa. Tras 24 h de incubacion con IL-1B, se observé un incremento en la actividad de
la NAD(P)H oxidasa en cultivos de CMLV de ambas cepas, que fue mayor en WKY que
en SHR, de modo que al final del periodo de estimulacion los niveles de cepas se
igualaron. Estos resultados estan de acuerdo con el mayor aumento de la actividad
NAD(P)H oxidasa encontrado por Briones y cols. (2011) en WKY tras la estimulacién con
Ang Il. Las CMLV expresan principalmente las isoformas de la NAD(P)H oxidasa NOX-1,
NOX-2 y NOX-4 (Griendling, 2004; Manea y cols., 2010; Briones y cols., 2011).
Numerosos factores de crecimiento tales como Ang Il o PDGF, citoquinas, estrés
mecanico y mediadores proinflamatorios inducen estas subunidades tanto in vivo como
in vitro (Matsuno y cols., 2005; Dikalov y cols., 2008; Briones y cols., 2011), de manera
gue dichas subunidades estan emergiendo como reguladores importantes de las vias
celulares en los procesos fisiologicos y patoldgicos dependientes de ROS. De las
diversas subunidades que forman parte de la NAD(P)H oxidasa, NOX-1 parece ser la
principal subunidad implicada en el incremento de estrés oxidativo inducido por
citoquinas, de modo que alteraciones en su expresién podrian contribuir a explicar el
aumento en la actividad de la NAD(P)H oxidasa, el estrés oxidativo y la presidn arterial
descrito en hipertensidon (Matsuno y cols., 2005). Un aumento en la expresién proteica
de NOX-1 ha sido observado por Miller y cols. (2007) en CMLV humanas estimuladas
con IL-1B y TNF-a y por Briones y cols. (2011) en CMLV de rata tras la estimulacién Ang
Il. En el presente trabajo encontramos que la estimulacién con IL-1B incrementa la
expresion de NOX-1. Este incremento fue similar en cultivos de CMLV procedentes de
ratas hipertensas y normotensas, de acuerdo con el similar incremento en los niveles
de ARNm de NOX-1 tras la estimulacion con IL-1B previamente descrito (Pérez Girdn,

2009).

A continuacion comprobamos si el aumento inducido por IL-1B, tanto en la expresion
de la subunidad NOX-1 como en la actividad del enzima, se acompafiaba de un
aumento en la produccion de ROS. Por ello, analizamos la produccion de O, y
comprobamos que, efectivamente, esta citoquina incrementaba su produccién en
CMLV de ratas WKY y SHR. Resultados similares han sido descritos por otros autores
tras la estimulacion con mediadores proinflamatorios como IL-1B (Jiménez-Altayd y

cols., 2006), Ang Il (Briones y cols., 2011) o LPS (Hernanz y cols., 2003; Peng y cols.,
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2005). También analizamos la produccién de H,0, tras el tratamiento con IL-1B y
observamos un aumento de esta ROS sélo en células de animales hipertensos. Similares
resultados obtuvieron Cheng y cols. (2005) y Cao y cols. (2006) quienes observaron que
en musculo circular de esfinter esofagico IL-1B inducia la produccion de perdxido de
hidrégeno. Tras la inhibicion de la NAD(P)H oxidasa con apocinina se redujeron los
niveles de H,0,; inducidos por IL-1B, lo que nos permite concluir que el H,0, se genera,
al menos en parte, por la activacién de la NAD(P)H oxidasa inducida por IL-1B, al igual
que ocurre con otros estimulos inflamatorios como Ang Il (Cai y cols., 2002). Asimismo,
Mendes y cols. (2003) observaron que la inhibicion de la produccion de ROS,
concretamente la supresion de la sintesis de H,0, por yoduro de difenileno (DPI), un
inhibidor de la NAD(P)H oxidasa, es una estrategia efectiva para prevenir la activacion
de AP-1 inducida por IL-1B en condrocitos, confirmando que parte del H,0,
responsable de este efecto provenia de la actividad de la NAD(P)H oxidasa. Sin
embargo, aunque la NAD(P)H oxidasa puede producir H,0, como un producto inicial
(Dikalov y cols., 2008), la mayoria del H,0, deriva de la dismutacion del O, por accién
de las SODs celulares. Por otra parte, existen datos que sugieren la existencia de un
bucle de retroalimentacion positivo entre el estrés oxidativo generado por la NAD(P)H
oxidasa y la expresion y actividad de la propia enzima. Asi, el O,” generado por la
NAD(P)H oxidasa puede ser transformado en H,0,, ROS que a su vez también podria
activar la NAD(P)H oxidasa (Seshiah y cols., 2002). Ademas, la aplicacién exdgena de
H,0, activa la NAD(P)H oxidasa produciendo O,” en CML de aorta de ratas Sprague-
Dawley, en fibroblastos vasculares de aorta de raton, en arteria coronaria humana y en

AMR de SHR (Li y cols., 2001; Garcia-Redondo y cols., 2009b).

1.3. PARTICIPACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN EL EFECTO DE
IL-18 SOBRE COX-2

El estrés oxidativo puede inducir la expresion y actividad de COX-2, habiéndose
sugerido una relacidn entre la expresién de COX-2 y la actividad NAD(P)H oxidasa tras la
exposicién a varios estimulos. Asi, en células mesangiales de rata, Feng y cols. (1995)
demostraron que el estrés oxidativo inducido por IL-1B, TNF-a y LPS estimulaba los

niveles del ARNm y proteina de COX-2 sin alterar los niveles de COX-1. Asociado al
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incremento en la actividad de la NAD(P)H oxidasa se ha descrito también un
incremento en la expresion de COX-2 en cardiomiocitos estimulados con LPS (Peng y
cols., 2005), en células mesangiales estimuladas con Ang Il (Jaimes y cols., 2005), en
CMLV de aorta de ratas SHR estimuladas con Ang Il (Alvarez y cols., 2007) y en células
de musculo circular de esfinter esofagico estimuladas con IL-1B (Cao y cols., 2006).
Como se ha mencionado, en este trabajo IL-1B incrementa la expresion de NOX-1, la
actividad de la NAD(P)H oxidasa y la produccién de O,” y H,0,. Ademds, hemos
encontrado que los inhibidores de la NAD(P)H oxidasa apocinina y de la xantina oxidasa
alopurinol reducen la expresion de COX-2 inducida por IL-1B en ambas cepas,
sugiriendo la implicacién del aumento en el estrés oxidativo en la induccidon de COX-2.
Ohtsubo y cols. (2004) observaron que también la xantina es un regulador endégeno de
la COX-2 en inflamacién. Aunque Williams y Griendling (2007) describieron que la
apocinina era un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa que previene el ensamblaje de las
subunidades p47phox y gp91phox resultando en la disminucion de la formacion de O,~
dependiente de NAD(P)H oxidasa, recientemente se ha descrito que la apocinina
también es capaz de reducir la biodisponibilidad de ROS a través de sus propiedades
antioxidantes independientemente de su capacidad para inhibir la NAD(P)H oxidasa
(Heumdtller y cols., 2008). Nosotros observamos que las ROS estan implicadas en la
expresion de COX-2 inducida por IL-1B en CMLV de WKY y SHR, aunque no conocemos

el mecanismo exacto de la apocinina en nuestro modelo experimental.

Por otra parte, catalasa reduce la expresion de COX-2 inducida por IL-1B8 en SHR, pero
no en WKY, comprobando la participacién de H,0; en la expresién de COX-2 en células
de ratas hipertensas pero no de normotensas. Como se ha comentado en la
introduccién, el H,0, es un segundo mensajero intracelular que interacciona con
multiples vias de sefializacidén activando rutas celulares implicadas en el aumento de la
expresion de citoquinas como TNF-a (Nakao y cols.,, 2008), de marcadores de
inflamacién como ICAM-1 (Lo y cols., 1993) y de enzimas proinflamatorias como COX-2
(Feng y cols., 1995; Nakamura y Sakamoto, 2001; Jaimes y cols., 2005; Lu y Wahl, 2005;
Cao y cols., 2006). De acuerdo con estos resultados, encontramos que la adicidn
exogena de peroxido de hidrogeno al medio de cultivo de células de SHR induce la

expresion de COX-2. Previos resultados de nuestro grupo han demostrado asimismo un
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aumento del ARNm de COX-2 tras H,0, que se reducia con catalasa, confirmando la

especificidad del efecto del H,0, sobre la expresion de COX-2 (Pérez Girén, 2009).

Nuestros resultados, por tanto, confirman la relacién entre la produccion de anidn
superoxido, al menos en parte, por la NAD(P)H oxidasa y/o xantina oxidasa y el
incremento en la expresion de COX-2 inducido por IL-1B en ambas cepas y ademas, en
animales hipertensos, el incremento de H,0, contribuye a la incrementada expresién

de COX-2 por IL-1B.
1.4. PARTICIPACION DE NF-kB EN EL EFECTO DE IL-1B Y H,0, SOBRE COX-2

Las ROS incrementan la expresion de una gran cantidad de moléculas implicadas en el
aumento del estado inflamatorio como citoquinas y enzimas productoras de
mediadores inflamatorios, debido a su capacidad para activar factores de transcripcién
como NF-kB, AP-1 o STATs (Simon y cols., 1998; Bowie y O’Neill, 2000; Mendes y cols.,
2003; Grau y cols., 2004; Lu y Wahl, 2005; Paravicini y cols., 2006) y de MAPKs como
JNK, p38 o ERK 1/2 (Lo y cols., 1996; LaPointe e Isenovi¢, 1999), aunque algunos
autores han observado que H,0, no activa NF-kB (Korn y cols., 2001), o incluso que
puede reducir la activacién de NF-kB inducida por LPS (Carballo y cols., 1999) o TNF-a
(Korn y cols., 2001). Muchas de estas vias de senalizacion reguladas por ROS participan
en la expresion de COX-2 (Beltran y cols., 2009; Galdn y cols., 2011). NF-kB es una
familia ubicua de factores de transcripcién que regulan la respuesta inflamatoria por
controlar la expresién de genes como COX-2 e iNOS, mediadores inflamatorios como IL-
1B, IL-6 y moléculas de adhesion como VCAM-1 y P-selectina (Kabe y cols., 2005; Sung y
cols., 2006; Klein y cols.,, 2007). NF-kB consiste en dimeros compuestos de las
subunidades p65 y p50 o p52. En células en reposo, NF-kB esta secuestrado en el
citoplasma por la asociaciéon con la proteina inhibitoria IkB. Tras estimulacion, la
quinasa de IkB (IKK) se activa y fosforila a IkB, la cual se ubiquitiniza y es degradada en
el proteasoma, permitiendo a NF-kB translocarse al nucleo y ejercer sus funciones
como factor de transcripcién (Kabe y cols., 2005). En CMLV de ratas SHR, la IL-1B
aumento la expresidn nuclear de la subunidad p65 de NF-kB, asi como la fosforilacidn
de IKK. Ambos efectos fueron inhibidos por apocinina, sugiriendo la participacion de

ROS en el aumento de la actividad de NF-kB inducido por IL-1B. Para demostrar el papel
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de NF-kB en la expresion de COX-2 utilizamos lactacistina, un inhibidor del proteasoma,
y por tanto, inhibidor de la activacion de NF-kB. Este compuesto fue capaz de bloquear
la induccion de COX-2 estimulada por IL-1B; ademas, lactacistina inhibid la expresién de
COX-2 inducida por la adicion exdgena de H,0,. Lu y Wahl (2005) demostraron que en
monocitos humanos H,0, provoca la translocacién de NF-kB al nucleo por degradacién
de IkBa, causando upregulacion del factor de transcripcion e incrementando la
expresion y actividad de la proteina COX-2. A su vez, NF-kB podria regular la produccién
de ROS. Asi, Manea y cols. (2010) han demostrado que NF-kB regula la expresién de
NOX-1 y NOX-4 (subunidades de la NAD(P)H oxidasa que presentan en su region
promotora elementos tipicos de NF-kB) y de las enzimas detoxificantes Cu/Zn-SOD vy
Mn-SOD en células del musculo liso de aorta humana estimuladas por TNF-a. De
nuestros resultados podemos concluir que la via de sefalizacién de NF-kB participa en
la induccion de COX-2 por ROS, aunque no podemos descartar su papel en la

produccion de dichas ROS.

El resumen de los resultados presentados hasta el momento se muestra en la figura 94.
En WKY la IL-1B incrementa la produccion de O,” por mecanismos que implican la
inducciéon de la enzima NAD(P)H oxidasa y/o xantina oxidasa. En SHR la IL-1B
incrementa la expresion del factor redox-sensible NF-kB por mecanismos que implican
la produccion de O,” y ademas de H,0, derivados de la activacién de la NAD(P)H
oxidasa y/o xantina oxidasa. Este incremento en el estrés oxidativo contribuye a la

induccion de la expresion de COX-2 por IL-18 en WKY y SHR.
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WKY
IL-1B —»INAD(P)HOX —To,— Tcox-2

............................. xo—

SHR

ENF-kB

1COX-2

Fig. 94: Mecanismo propuesto para explicar la regulacién positiva de la expresién de COX-2
inducida por IL-18 en CMLV de WKY y SHR. COX-2: ciclooxigenasa-2; IL-18: interleuquina-1;
NAD(P)H oxidasa: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa; NF-«kB: factor nuclear
activador de la sintesis de la cadena ligera k de linfocitos B; XO: xantina oxidasa.

1.5. MODULACION DE LA EXPRESION DE COX-2 POR PPAR EN CMLV DE RATAS
WKY y SHR

Aunque la primera demostracién del papel de los PPAR en procesos inflamatorios tuvo
lugar en ratones deficientes para PPARa, que presentaban una respuesta prolongada a
estimulos inflamatorios (Devchand y cols., 1996), también PPARy regula la respuesta
inflamatoria (Ricote y cols., 1998). Asi, en diversas condiciones inflamatorias se ha
observado una reduccién de la expresién de PPARy (Zingarelli y cols., 2003; Wu vy cols.,
2004; El Midaoui y cols., 2006; Zhang y cols., 2010) y, como comentaremos mas
adelante, la expresién reducida del ARNm de PPARy en AMR de ratas hipertensas
también podria relacionarse con un aumento del estado inflamatorio, como ya han
descrito otros autores en diferentes vasos de SHR (Chan y cols., 2010; Li y cols., 2010;

Zhang y cols., 2010).

Una vez demostrada la participacién de las ROS en la expresion de COX-2 inducida por

IL-1B, analizamos si los agonistas PPAR pueden modular la expresion de COX-2 inducida
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por IL-1B y los mecanismos implicados en esta regulacién. Para ello estudiamos: 1) los
efectos de los agonistas PPARa y PPARy sobre la expresion de COX-2 inducida por IL-15;
2) los efectos del agonista PPARy pioglitazona sobre la produccién de ROS inducida por

IL-1B; vy 3) los efectos de pioglitazona en la activacion de NF-kB en CMLV.

1.5.1 Efecto de los agonistas PPARa y PPARy sobre la expresion de COX-2
inducida por IL-1B

La activacion de PPARa con fenofibrato no modificd la expresion de COX-2 inducida por
IL-1B en CMLV de ratas normotensas e hipertensas, descartando un papel regulador de
esta isoforma de PPAR en la expresion de dicha enzima. Los datos que existen en
relacion con la regulacién de la expresién de COX-2 por PPARa son contradictorios. Asi,
Blanco-Rivero y cols. (2007) observaron en aorta de ratas Wistar tratadas con
fenofibrato un incremento en la expresion de COX-2 y en la produccion de PGE,, al
tiempo que se reducia la produccion de PGl,, lo que se asociaba al desarrollo de
disfuncién endotelial. Oshio y cols. (2008) también observaron que agonistas PPARa
activan la transcripcion de COX-2 en lineas celulares de colon humano. Por el contrario,
en CMLV de aorta humana el incremento en la expresién de COX-2 inducido por IL-1
(Staels y cols., 1998; Rival y cols., 2009) o por Ang Il (Hu y cols., 2002) se reduce por la
activacion de PPARa. Por su parte, Diep y cols. (2002a), en arterias mesentéricas de
ratas infundidas con Ang Il, observaron que el tratamiento crénico con fenofibrato
reduce la actividad de la NAD(P)H oxidasa mientras que Teissier y cols. (2004)
observaron la capacidad de Wy14643 para activar la NAD(P)H oxidasa y el estrés
oxidativo en macréfagos. Sin embargo, los estudios llevados a cabo por Nakajima y cols.
(2010) muestran que el tratamiento de ratones con bezafibrato no modifica el estrés
oxidativo hepatico. A la vista de la diversidad de resultados podemos concluir que la
regulacion de la expresién de COX-2 por PPARa también parece ser especifica del tipo
celular, del estimulo utilizado y condiciones experimentales. Asi, aunque en nuestro
estudio fenofibrato no modifica la expresion de COX-2 inducida por IL-13 en CMLV de
WKY y SHR, no se puede descartar que la activacion de PPARa ejerza otros efectos
vasculares beneficiosos ya que el tratamiento con agonistas PPARa ha sido eficaz en la

inhibicién de la sintesis de ADN, del fenotipo hiperproliferativo e incluso de la
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migracién celular en presencia de estimulos proinflamatorios como Ang Il e IL-1B (Hu y

cols., 2002).

La relaciéon entre la expresiéon de COX-2 y la activacién de PPARy es un hecho
ampliamente documentado en distintos tipos celulares y tejidos vy, al igual que PPARa,
con resultados contradictorios. Asi, se ha observado tanto una reduccién de COX-2 por
agonistas PPARy (Inoue y cols., 2000; Han y cols., 2003; Mendez y LaPointe, 2003),
como un aumento (Fahmi y cols., 2002; Kalajdzic y cols., 2002; Kang y cols., 2008) o
incluso ausencia de modulacion (Konturek y cols., 2003). En nuestro estudio, la
activacion de PPARy con tres agonistas, rosiglitazona, 15d-PGJ, o pioglitazona aumentd
la expresion de COX-2 en cultivos de CMLV de WKY y SHR. Resultados similares hemos
observado en fibroblastos de aorta de SHR tratados con pioglitazona, como veremos
mas adelante, asi como en HUVEC (resultados no mostrados). Se ha descrito la
presencia en el extremo 5 del promotor de COX-2 de un elemento de respuesta a PPAR
(PPRE) que puede explicar el incremento en la expresidon y/o actividad de COX-2
asociado a la activacion de PPARy, como ya han descrito otros autores (Meade vy cols.,

1999; Pontsler y cols., 2002; Bishop-Bailey y Warner, 2003).

En diversos modelos inflamatorios los agonistas PPARy reducen la incrementada
expresion de COX-2. Asi, la expresion de COX-2 y la produccién de PGE; inducidas por
LPS, IL-1B o PMA se inhiben por 15d-PGJ, en distintos tipos de cultivos celulares,
incluyendo hepatocitos fetales de rata (Callejas y cols., 1999), condrocitos humanos
osteoartriticos (Fahmi y cols., 2002), células de carcinoma de colon humanas (Grau y
cols., 2004), fibroblastos sinoviales humanos (Farrajota y cols., 2005) y células
mesangiales de rata (Sanchez-Gémez y cols., 2004). En este mismo sentido, diversos
autores han encontrado que el tratamiento con rosiglitazona reduce la expresion de
COX-2 en un modelo de colitis ulcerosa inducida por dacido trinitrobenzensulfénico
(Sanchez-Hidalgo y cols., 2005), asi como en ratas hipertensas o ratones diabéticos
(Tureyen y cols., 2007), y que pioglitazona es eficaz en la reduccién de la expresion de
COX-2 en la patologia isquémica (Zhao y cols., 2006). El hecho de que un producto del
metabolismo de COX-2 como 15d-PGJ, reduzca la expresién de COX-2, sugiere un

feedback autorregulatorio que contribuiria a la resolucidon natural de la respuesta
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inflamatoria (Inoue y cols., 2000; Scher y Pillinger, 2005). También se ha descrito que la
sobreexpresion de PPAR por ligandos PPARy enddgenos y sintéticos disminuye la
expresion elevada de COX-2 asociada con cdncer cervical (Han y cols., 2003) y de
pulmén (Bren-Mattison y cols., 2008). Sin embargo, otros autores han observado que la
activacion de PPARy aumenta la expresion de COX-2 estimulada por citoquinas (Bishop-
Bailey y Warner, 2003; Kang y cols., 2008). En nuestro estudio, los tres agonistas PPARy
utilizados, rosiglitazona, 15d-PGJ, y pioglitazona, redujeron la expresion de COX-2
inducida por IL-1B tanto en WKY como en SHR. Previamente en nuestro grupo
habiamos observado que el silenciamiento de PPARy aumentaba la expresién de COX-2
inducida por IL-1B, sugiriendo que PPARYy interfiere con la expresidon de esta enzima
proinflamatoria; por otra parte, habiamos descrito que pioglitazona aumentaba los
niveles de ARNm de PPARy inducidos por IL-18 en CMLV de SHR (Pérez Girén, 2009). En
el presente trabajo hemos observado que en células estimuladas con IL-1B donde se
habia silenciado el gen de PPARy, pioglitazona también aumenta la expresion de este
receptor, al tiempo que reduce la de COX-2, confirmando la relacion inversa entre
PPARy y COX-2. Otros investigadores también han encontrado expresidén incrementada
de PPARy usando rosiglitazona y pioglitazona (Sommer y Wolf, 2007; Lee y cols., 2009),
sugiriendo que el incremento en la actividad de PPARy inducido por sus agonistas
puede ser un mecanismo celular represor de la expresiéon de COX-2 que contribuye a la

respuesta antiinflamatoria a nivel vascular.

Como hemos comentado en células estimuladas con IL-1P3, los agonistas PPARy reducen
la expresién de COX-2 mientras que en ausencia de estimulo se observa un aumento en
dicha expresion. Estas discrepancias podrian deberse a los mecanismos de sefializacidon
especificos involucrados en la expresion de COX-2 en cada caso. Asi, tras la
estimulacion con IL-1B se encuentran activados factores de transcripcion como NF-kB
que participan en la induccién de COX-2 y cuya activacion es inhibida por PPARy, como
se discutird mas adelante. En cambio, en ausencia de estimulo inflamatorio, el nivel de
activacion de estos factores de transcripcion es menor. En la linea de nuestros
resultados estan los de Fahmi y cols. (2002) en condrocitos osteoartriticos humanos y
los de Paik y cols. (2000) en células de adenocarcinoma de colon humano (HT-29),

quienes observaron que 15d-PGJ, ejercia una accidén dual sobre la expresidon de COX-2;
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asi, por un lado, aumentaba la expresién de COX-2 en ausencia de cualquier inductor
del enzima, mientras que disminuia su expresion cuando las células se estimulaban con
un agente proinflamatorio como IL-1B, TNF-a. Por su parte, Paik y cols. (2000) sugieren
gue la inhibicién por PPARy de la activacion de NF-kB inducida por estimulos
inflamatorios, como TNF-a, resulta en la inhibicidn de la expresién de COX-2, hecho que

no ocurre en ausencia de estimulos proinflamatorios.

1.5.2. Efecto del agonista PPARy pioglitazona sobre la produccion de ROS
inducida por IL-1B

Como se ha discutido con anterioridad, un aumento en el estrés oxidativo contribuye al
aumento de la expresion de COX-2 observado en CMLV tras el estimulo de IL-1PB. Los
agonistas PPARy reducen el estrés oxidativo a nivel vascular, lo que que se ha asociado
con las acciones cardiovasculares beneficiosas descritas para estos agonistas en
distintos modelos animales y en humanos (Sung y cols., 2006; Touyz y Schiffrin, 2006).
Por ello, analizamos si la reduccion de la expresion de COX-2 inducida por IL-1B por los
activadores PPARy en CMLV de WKY y SHR se debia a su capacidad de reducir los
niveles de ROS. Efectivamente, hemos observado que el tratamiento de las CMLV con
pioglitazona reduce la expresion de NOX-1 y la actividad de la NAD(P)H oxidasa y en
células de WKY y SHR estimuladas con IL-1B. Ademas, tras la activacion de PPARy con
pioglitazona, se reduce el incremento de la produccién intracelular de O, inducido por
IL-1B en ambas cepas, asi como de los niveles de H,O0, en SHR. Estos resultados
confirman que los agonistas PPARy disminuyen el estrés oxidativo inducido por IL-18, lo
gue participaria en la reduccién de COX-2. El hecho de que tras silenciar PPARy se
incremente la expresion de NOX-1 en CMLV de SHR (Pérez Girdn, 2009) corrobora esta
posibilidad. Nuestros resultados son similares a los descritos por otros autores quienes
han demostrado que el aumento del estrés oxidativo por diferentes agentes
inflamatorios se reduce tras el tratamiento con glitazonas. Asi, Lu y cols. (2010b)
observaron en CMLV de aorta pulmonar humana que el incremento en la
concentracion de H,0, inducido por hipoxia se reducia en presencia de rosiglitazona.
Por su parte, Chen y cols. (2004) observaron en fibroblastos cardiacos que la activacion

de PPARy por pioglitazona reducia la sintesis de colageno tipo | inducida por Ang Il de
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forma dependiente de la reduccién de los niveles de O, y del nivel de activacién de NF-
kB inducido por este péptido. Villegas y cols. (2004) mostraron que los efectos
protectores que ejercia rosiglitazona en el estrés oxidativo inducido por isquemia-
reperfusion era mediado por reducciéon de la actividad de xantina oxidasa y, en
consecuencia, por reducir la generacion de O,". De forma similar, en células
endoteliales estimuladas con LDL oxidadas, Ang Il y TNF-a (Mehta y cols., 2003) y en
CMLV adrticas tratadas con altas concentraciones de insulina y glucosa (El Midaoui y
cols., 2006) la activacién de PPARy también es responsable de la reduccidon de los
niveles de 0,7, apoyando la hipdtesis de que la activacion de PPARy contrarresta el
estrés oxidativo que parece estar implicado en el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.

Por otra parte, tanto rosiglitazona, como 15d-PGJ,, o pioglitazona redujeron la
expresion de COX-2 inducida por H,0,. Previos resultados de nuestro grupo habian
mostrado que H,0, incrementaba la expresion de PPARy, lo que contribuiria a explicar
la reduccién de COX-2 (Pérez Girdn, 2009). En esta misma linea estdn los resultados de
Sommer y Wolf (2007) quienes observaron, en células epiteliales de rindn, que el
tratamiento con rosiglitazona protegia del dafio producido por H,0,. Por lo tanto, los
agonistas PPARy, ademads de reducir la produccién de ROS, son capaces de reducir su
efecto. Varios autores han sugerido que H,0, puede interferir con vias de sefializacién
proinflamatorias ya que puede regular, entre otros, la expresién de IL-8, ICAM-1 o
factores de transcripcion redox-sensibles como AP-1 y NF-kB (Lakshminarayanan y
cols., 1998; Lu y Wahl, 2005). Como hemos comentado anteriormente, el efecto de
H,0, esta mediado por NF-kB por lo que si las glitazonas reducen la expresion y/o
actividad de este factor de transcripcidon proinflamatorio se podria explicar la reduccién

en el incremento de COX-2.

1.5.3. Efecto de pioglitazona en la sefializacion NF-kB

Son numerosos los trabajos que muestran la capacidad antiinflamatoria de los
activadores PPARy por mecanismos de transrepresion interfiriendo con los factores de
transcripcion NF-kB, STAT-1 o AP-1 (Ricote y cols., 1998; Li y cols., 2000; Subbaramaiah

y cols., 2001; Sanchez-Hidalgo y cols., 2005; Bren-Mattison vy cols., 2008), algunos de los
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cuales son necesarios para la transcripcion de genes proinflamatorios como COX-2
(Kabe y cols., 2005; Sung y cols., 2006; Klein y cols., 2007). En el presente estudio
observamos que pioglitazona inhibe la expresidn nuclear de la subunidad p65 de NF-kB
y la fosforilacion de IKK, que eran incrementadas por IL-1B, mecanismos que estarian
implicados en la reduccidn de la expresion de COX-2 por pioglitazona. Otros autores
también han observado que la translocacién nuclear de la subunidad p65 y/o p50 de
NF-kB se prevenia con agonistas PPARy como rosiglitazona y 2,4-TZD (Liu y cols., 2005;
Sung y cols., 2006). Son varios los mecanismos propuestos por los que los agonistas
PPARy pueden interferir con la activacion de NF-kB: la interaccidn fisica con p65, p50 o
ambas (Sung y cols., 2006), la inhibicién de la degradacion de la proteina inhibitoria kB
(Chung y cols., 2000; Sung y cols., 2006) o el aumento en su expresion (Delerive y cols.,
2000), la inhibicion de IKK (Straus y cols., 2000; Zingarelli y cols., 2003) o la interaccién
de PPARy con la proteina CREB, un coactivador que interactla con p65 (Dubuquoy y
cols., 2002). Por otra parte, Inoue y cols. (2000) han sugerido que durante el proceso
inflamatorio, la produccion de 15d-PGJ, downregula COX-2 a través de un feedback
negativo que implica a PPARy y NF-kB, haciendo posible una produccion dinamica de

prostaglandinas.

Se ha descrito que H,0,, por aumentar la activacion de NF-kB, causa incremento en la
expresion y actividad de COX-2 (Lu y Wahl, 2005). Como hemos comentado
previamente con el estimulo IL-1f, en nuestro estudio, la reduccién por glitazonas de la
expresion de COX-2 inducida por H,O; podria ser explicada también por mecanismos de
transrepresién, ya que pioglitazona interfiere con el factor de transcripcion NF-kB,

aungue son necesarios mas estudios para demostrar esta hipotesis.

En la figura 95 se muestra el resumen de los resultados obtenidos tras la activacién de
PPARy. Asi, en WKY la activacion de PPARy por agonistas reduce la produccién de O,”
inducida por IL-1B vy, por consiguiente, la expresion de COX-2. En SHR ademais
observamos que pioglitazona reduce la expresién del factor de transcripcién redox-
sensible NF-kB al reducir la produccién de O,” y H,0,, lo que contribuye a la reduccién

de la expresion de COX-2 inducida por IL-1P.
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Fig. 95: Mecanismo propuesto para explicar la regulacién negativa de la expresion de COX-2
inducida por IL-1p en CMLV de WKY y SHR tras la activacion de PPARy. COX-2: ciclooxigenasa-2;
IL-18: interleuquina-1B; NAD(P)H oxidasa: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa;
NF-kB: factor nuclear activador de la transcripcion de la cadena ligera k de linfocitos B; XO:
xantina oxidasa.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la inflamacién vascular
contribuye al incremento en el estrés oxidativo descrito en la hipertensién. Asi, la
exposicion de CMLV procedentes de WKY y SHR a IL-1B incrementa los niveles de O,~
y/o H,0,, como consecuencia del incremento en la expresion de NOX-1 y en la
actividad de la NAD(P)H oxidasa. El O, contribuye a la inducciéon de COX-2 en CMLV de
ambas cepas, mientras que H,0, contribuye especificamente al aumento de esta
citoquina proinflamatoria sélo en la cepa hipertensa. Por su parte, PPARy desempefia
un papel importante en la regulacion de la respuesta inflamatoria vascular. Los efectos
observados con el activador PPARy pioglitazona en CMLV de WKY y SHR confirman que
este receptor es clave en la reduccién de la produccion de ROS inducida por citoquinas

y en la expresién de enzimas proinflamatorias como COX-2.
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2. TRATAMIENTO CRONICO DE RATAS SHR CON PIOGLITAZONA

Una vez analizado el efecto in vitro del agonista PPARy pioglitazona sobre la expresion
de COX-2 inducida por IL-1B en células vasculares de ratas normotensas e hipertensas,
nos planteamos determinar los efectos que dicho agonista ejercia tras el tratamiento in

vivo de ratas SHR.

2.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PRESION
ARTERIAL

Como ya hemos comentado, las tiazolidinedionas son agonistas con alta afinidad por
PPARy y comprenden una amplia familia de compuestos que regulan gran variedad de
procesos fisiologicos, incluyendo el metabolismo glucidico y lipidico, la proliferacion y
diferenciaciéon celular, ademas de regular multiples procesos inflamatorios (Chen y
cols., 2008). Se ha demostrado que el uso de glitazonas es eficaz en el tratamiento de
diabetes mellitus, aterosclerosis e hipercolesterolemia (Tao y cols., 2003; Staels y
Fruchart, 2005; Staels, 2007). Sin embargo, en la actualidad existe controversia acerca
de los efectos antihipertensivos de estos farmacos. Asi, en pacientes o en modelos
animales con diabetes y/o otros factores del sindrome metabdlico, tales como
humanos obesos con resistencia a insulina, ratas Sprague-Dawley con hipertension
inducida por dieta, ratas Wistar diabéticas obesas o ratas Zucker obesas (Nolan y cols.,
1994; Buchanan y cols., 1995; Yoshimoto y cols., 1997; Walker y cols., 1999) las
glitazonas poseen efectos antihipertensivos. Aunque los agonistas PPARy pueden
disminuir la expresion del receptor de Ang Il, los niveles de ET-1 o modular los niveles
del NO (Chen vy cols.,, 2008), la bajada de presién arterial se relaciona
fundamentalmente con una disminucion de las concentraciones en plasma de insulina,
acidos grasos y glucosa (Ogihara y cols., 1995). Sin embargo, en pacientes o en modelos
animales en los que la hipertensién no estd asociada con diabetes u otros componentes
del sindrome metabdlico, tales como ratas Sprague-Dawley que reciben Ang Il o
tratadas con L-NAME, ratas SHR o ratas SHR-SP, los resultados son controvertidos. Asi,
aunque las tiazolidinedionas previenen el desarrollo de hipertension (Sarafidis y

Nilsson, 2006), en hipertensidn establecida no se han descrito cambios en la presion
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sanguinea (Diep y cols., 2002b; Llorens y cols., 2007; Nakamura y cols., 2007; Shinzato y
cols., 2007; Cipolla y cols., 2010), a menos que se usen tratamientos a largo plazo
(Zhang y cols., 2010) o altas dosis de los agonistas PPARy (Wu y cols., 2004; Wakino y
cols., 2005; Chan y cols., 2010). Apoyando la controversia de efectos ejercidos por los
activadores PPAR sobre la presidn sanguinea estdn los resultados encontrados en los
distintos polimorfismos del gen PPARy. Asi, por un lado, una mutacion negativa
dominante en el gen PPARy humano se ha asociado con resistencia a insulina, diabetes
e hipertensién severa a una edad temprana (Barroso y cols., 1999). Sin embargo,
ratones knockout PPARy especifico de endotelio, no manifestaban un fenotipo
hipertensivo aparente a no ser que se indujese hipertensidn con una dieta rica en
grasas o con alta concentracién de sal en la bebida, sugiriendo que PPARy endotelial es
importante para regular la hipertensidn inducida por dieta (Nicol y cols., 2005). Por otro
lado, tanto un modelo experimental knockout PPARy clasico como ratones knockout
PPARy especifico de CMLV mostraron un paraddjico fenotipo hipotensivo a pesar de
presentar una severa resistencia a insulina (Duan y cols., 2007; Chang y cols., 2009).
Hay, por tanto, una evidencia genética del papel de los PPARy en el control de la
homeostasis de la glucosa aunque los resultados sobre presidn arterial no son

concluyentes.

En el presente estudio nosotros hemos encontrado que ratas SHR de seis meses de
edad, con hipertensién claramente establecida, tratadas durante 28 dias con 2,5 mg/Kg
x dia de pioglitazona, dosis que es equivalente a la usada en humanos a quienes se les
administra una dosis de 15 mg de pioglitazona (Ishibashi y cols., 2002), mostraron
presiones sistolicas similares a las de las ratas no tratadas. Sugiyama y cols. (1990)
previamente examinaron el efecto de varias dosis de pioglitazona sobre ratas obesas
Wistar, un modelo Util para el estudio de diabetes tipo 2 y obesidad, y encontraron que
dosis de 0,3-3 mg/Kg x dia de pioglitazona mejoraban significativamente la resistencia a
insulina y disminuian los niveles de glucosa vy lipidos en sangre, sugiriendo que la dosis
de 2,5 mg/Kg x dia de pioglitazona usada en este estudio es suficiente para activar el

receptor de PPARYy in vivo.
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2.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE EL REMODELADO Y
RIGIDEZ VASCULAR DE LAS ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA

Esta ampliamente descrito que con la hipertension se produce remodelado de la pared
arterial que conduce a alteraciones en el didmetro del vaso y a cambios en el espesor
de la capa media (Touyz, 2005; Mulvany, 2008). No esta muy claro si es la presion
aumentada per se o son otros factores los que inician el proceso de remodelado
vascular; sin embargo, el endotelio parece jugar un papel importante ya que sirve como
sensor de factores hemodinamicos y humorales y es un moderador de las sefiales de las
CMLV, quienes participan activamente en el proceso de remodelado. Alteraciones en el
balance crecimiento/apoptosis, contraccidon/relajacién, produccion/degradacién de
matriz extracelular, migracién y diferenciacién, asi como estimulacion de respuestas
inflamatorias, dan lugar a un remodelado estructural (Touyz, 2005; Hayashi y Naiki,
2009). De hecho, las alteraciones estructurales de arterias pequefias se han
correlacionado con la reduccién de la capacidad vasodilatadora coronaria en sujetos
hipertensos (Rizzoni y cols., 2003). En el presente estudio, las AMR de SHR de 6 meses
de edad mostraron didmetros interno y externo reducidos, un incremento en la
relacion media/luz, asi como una rigidez vascular aumentada y distensibilidad alterada,
lo que estd de acuerdo con los resultados encontrados por Briones y cols. (2003) en
arterias mesentéricas de esta misma cepa o en arteria cerebral media y arteriolas de
ratas hipertensas SHR-SP (Nakamura y cols., 2007). Briones y cols. (2003) sugieren que
la alteracion en la organizacion de la elastina junto con el aumento de espesor de la
pared de los vasos contribuiria a la alteracién de las propiedades estructurales y

mecanicas en AMR de SHR.

Ademas de las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, los PPARy parecen
modular la estructura vascular fundamentalmente en los primeros estadios de la
hipertension. Asi, asociado a la prevencién del desarrollo de hipertension, las glitazonas
previenen las anormalidades estructurales vasculares (Diep y cols., 2002b; Ledingham y
Laverty, 2005). Por su parte, Iglarz y cols. (2003) en arterias mesentéricas de resistencia
de ratas DOCA-salt observaron que rosiglitazona es capaz de prevenir el remodelado

hipertréfico y la disfuncion endotelial sin afectar la rigidez vascular, a pesar de que
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atenla parcialmente el desarrollo de hipertensién. En la misma linea estan los
resultados de Zhang y cols. (2010) quienes han demostrado que tras el tratamiento a
largo plazo con altas dosis de pioglitazona hay una reduccidn de la presién sanguinea y
se atenua el remodelado en aorta de ratas jovenes y Silva-Junior y cols. (2011) quienes
observaron en un modelo de rata con hipertensién inducida por 2 rifiones-1 clip que
tras el tratamiento con rosiglitazona se reduce el desarrollo de la misma y el
remodelado vascular adverso asociado a ésta. Por otra parte, también se han
observado correcciones vasculares en ausencia de efectos antihipertensivos en
modelos animales en los cuales el tratamiento con las glitazonas comienza antes o al
poco tiempo de establecerse la hipertension. Asi, en arterias coronarias y cerebrales de
ratas con hipertensién inducida por administracién durante 4 o 5 semanas con L-NAME
(Ishibashi y cols., 2002; Cipolla y cols., 2010) o en vasos cerebrales y arterias coronarias
de ratas jovenes SHR-SP (Nakamura y cols., 2007; 2008), se ha descrito una reversiéon
del remodelado por glitazonas sin afectar la presidn arterial. Por el contrario, Lu y cols.
(2010a) observaron que rosiglitazona no modifica las alteraciones estructurales vy
mecanicas presentes en ratas diabéticas Zucker adultas, a pesar de mejorar la funcién
vascular. El tratamiento con 2,5 mg/kg x dia de pioglitazona durante 4 semanas de
ratas SHR de 6 meses de edad, que llevan siendo hipertensas un largo periodo de
tiempo, no modificé las alteraciones estructurales y mecanicas observadas. Una posible
explicacion a estas discrepancias seria el tiempo que los animales llevan siendo
hipertensos cuando se inicia el tratamiento, lo que resultaria en variaciones en el
remodelado. Ademas de esto, diferencias en la duracidén del tratamiento asi como en

las dosis de glitazonas contribuirian a explicar la diversidad de resultados.

2.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LAS RESPUESTAS
VASOCONSTRICTORAS

Aunque la hipertensiéon se ha asociado generalmente con un incremento de las
respuestas vasoconstrictoras a diferentes agonistas (Marin, 1993; Alvarez y cols., 2005),
el efecto de dicha patologia sobre las respuestas contractiles va a depender del agente
vasoactivo utilizado y del lecho vascular estudiado, asi como del modelo experimental

de hipertension. Asi, en aorta tordcica y arteria carétida de SHR y en arterias femorales
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de SHR-SP, se ha descrito incremento de las contracciones inducidas por estimulacién
adrenérgica debido a una disminucion en la liberacion del NO endotelial (Dohi y cols.,
1996; Dowell y cols., 1999). Por su parte, Zerrouk y cols. (1998) asociaron el incremento
en la respuesta contractil inducida por Ang Il al incremento en la liberacion de
prostanoides contractiles derivados de COX-2. También la mayor respuesta contractil
inducida por fenilefrina en aorta de SHR que de WKY se asocié a un incremento en la
participacién de prostanoides contractiles derivados de COX-2 (Alvarez y cols., 2005).
Sin embargo, en arterias cerebrales de ratas SHR-SP y SHR las respuestas
vasoconstrictoras son menores a las de WKY (Arribas y cols., 1996; Briones y cols.,
1999). Asimismo, en ratas con hipertensién inducida por administracion crénica de
ouabaina la respuesta a fenilefrina es menor en aorta de ratas hipertensas debido a un
incremento en la liberacion de NO a partir de las isoformas endotelial y neuronal de la
NOS (Rossoni y cols., 2002b). En nuestro estudio, la respuesta vasoconstrictora
inducida por fenilefrina fue similar en arterias mesentéricas de resistencia de ratas
normotensas e hipertensas, de acuerdo con lo encontrado por Le Marquer-Domagala y
Finet (1997) o por Briones y cols. (2000) en este mismo lecho vascular usando L-NAME

y noradrenalina, respectivamente.

Se ha descrito que las tiazolidinedionas reducen la contractilidad del musculo liso
vascular en respuesta a varios vasoconstrictores, efecto que puede contribuir a la
accion antihipertensiva de estos agonistas (Kato y cols., 1999; Satoh y cols., 1999). Asi,
Buchanan y cols. (1995) proponen que el efecto antihipertensivo de estos agonistas se
debe a su capacidad de inhibir directamente las corrientes de calcio en las células del
musculo liso. Sin embargo, tras el tratamiento con el agonista PPARy pioglitazona
también se han sido descrito respuestas incrementadas al agonista aj-adrenérgico
fenilefrina en aorta de SHR (Llorens y cols., 2007). En nuestro estudio ni la respuesta a
K* ni la respuesta a fenilefrina se modificaban después del tratamiento con
pioglitazona, resultado que esta de acuerdo con lo descrito por Fukuda y cols. (2008) en
aorta de ratas tratadas con isoproterenol, y que excluye, aparentemente, un efecto de

la glitazona sobre las respuestas vasoconstrictoras.
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Estd ampliamente descrito que el endotelio modula las respuestas a diferentes
vasoconstrictores en distintos lechos vasculares. Asi, nuestro grupo ha descrito que la
eliminacion del endotelio potencia las respuestas contractiles inducidas por fenilefrina
o noradrenalina en arterias mesentéricas de resistencia (Briones y cols., 2000; Xavier y
cols., 2004; Wiggers y cols., 2008), aorta (Rossoni y cols., 2002a; Alvarez y cols., 2005) o
arteria mesentérica superior de rata (Rossoni y cols., 2002a; Xavier y cols., 2004). En
este trabajo también observamos incremento de la respuesta a fenilefrina tras la

eliminacion del endotelio en AMR de SHR tratadas con pioglitazona.

2.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PARTICIPACION
DE DERIVADOS DE COX-2 EN LA RESPUESTA VASCULAR A FENILEFRINA

Como ya hemos comentado, la mayoria de los efectos antiinflamatorios de los
activadores PPARy se explican por mecanismos de transrepresion a través de la
inhibicion de factores de transcripcion redox-sensibles implicados en la activacion de
genes proinflamatorios (Mendez y LaPointe, 2003; Cuzzocrea y cols., 2004; Sanchez-
Hidalgo y cols., 2005; Ricote y Glass, 2007). Se ha sugerido que una disminuida
expresion de PPARy en vasos sanguineos de SHR puede contribuir a la proliferacion,
migracion, inflamacién y fibrosis observada en la hipertension (Chan y cols., 2010; Li y
cols., 2010; Zhang vy cols., 2010). Al igual que PPARy, PPARa se expresa en la pared
vascular, contribuyendo también a la regulacidon de la inflamacion y la correcta
funcionalidad vascular (Staels y cols., 1998; Marx y cols., 2002). En este sentido,
Delerive y cols. (1999a) relacionaron las propiedades antiinflamatorias de PPARa con su
capacidad para inhibir la activaciéon de NF-kB y AP-1, y con ello la expresién de genes
proinflamatorios que estan bajo su control. En este estudio encontramos que las AMR
de SHR muestran menores niveles de ARNm de PPARy que las de WKY, mientras que no
observamos cambios en la expresion de PPARa, de forma similar a lo observado por
nuestro grupo en segmentos aodrticos (Pérez Girén, 2009). Como hemos comentado,
otros autores también han encontrado una expresion reducida de PPARy en SHR (Wu vy
cols., 2004; Chan y cols., 2010; Li y cols., 2010; Zhang y cols., 2010). Sin embargo, Diep y
Schiffrin (2001) observaron una incrementada expresion tanto de PPARy como de

PPARa en arterias mesentéricas de SHR, aunque no en aorta, que explicaron como un
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mecanismo compensatorio al crecimiento vascular hipertensivo. Por su parte, Xiong y
cols. (2005) observaron niveles reducidos de proteina de PPARy en aorta, arterias
mesentéricas y CMLV de SHR, a pesar de presentar niveles altos de ARNm. Ademas, en
los ultimos afios se han descrito alteraciones en la expresion de PPARy en los tejidos
vasculares durante el desarrollo de hipertension e incluso variaciones genéticas dentro
de la misma especie (Wu y cols., 2004; Xiong y cols., 2005). Asi, mientras que a las 5 6
13 semanas no hay cambios en la expresiéon de PPARy en aorta, arteria mesentérica,
caudal o pulmonar de SHR cuando se compara con WKY, a las 21 semanas, cuando la
hipertension de las ratas ya esta establecida, si se encuentra una disminucién en la
expresion de PPARy en SHR (Wu y cols., 2004). Quiza estos hallazgos ayuden a explicar

la diversidad de resultados encontrados.

El tratamiento con pioglitazona aumento significativamente los niveles de PPARy en
arterias de SHR, de manera similar a lo encontrado por otros autores usando
rosiglitazona y pioglitazona en aorta y médula ventrolateral rostral de SHR (Chan vy
cols., 2010; Zhang y cols., 2010) y al aumento que encontramos también en CMLV en el
presente estudio. El Midaoui y cols. (2006) han sugerido que la expresidn disminuida de
PPARYy estd implicada en el desarrollo de resistencia a insulina e hipertension arterial en
ratas alimentadas cronicamente con glucosa, y que pioglitazona revierte este estado
por sus propiedades antioxidantes. Estos resultados estaban de acuerdo con estudios
previos que mostraban que el tratamiento con un agonista dual PPARy/PPARq,
bezafibrato, reducia el estrés oxidativo y restablecia parcialmente la expresion
disminuida de PPARy en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (Kanie y cols.,
2003). Todos estos resultados sugieren que la upregulacion de PPARy quiza contribuya

a las propiedades antiinflamatorias de las glitazonas.

La COX-2, enzima clave en la biosintesis de prostanoides, es uno de los genes regulados
por factores de transcripcién redox-sensibles cuyo aumento se asocia a enfermedades
cardiovasculares como la hipertensién. Asi, nuestro grupo y otros autores hemos
descrito aumentada expresion basal de la proteina o ARNm en otras arterias de
animales hipertensos (Garcia-Cohen y cols., 2000; Briones y cols., 2002b; Adeagbo y

cols., 2005; Alvarez y cols., 2005; Xavier y cols., 2008; Virdis y cols., 2009). Sin embargo,
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el incremento en la expresidn vascular de COX-2 se ha descrito no sélo en hipertension,
sino en otras condiciones patoldgicas asociadas con procesos inflamatorios, tales como
artritis, cancer, aterosclerosis, diabetes o envejecimiento (Félétou y cols., 2011). De
acuerdo con esto, en el presente estudio observamos que los niveles de ARNm y de
expresion proteica de COX-2 son mayores en AMR de SHR que en ratas normotensas, lo
gue podria explicarse por la expresion disminuida de PPARy, ya que estos receptores
reducen la activacion de factores de transcripcion que controlan la expresién de genes
proinflamatorios como COX-2. Tras el tratamiento de ratas SHR con pioglitazona, sin
embargo, a pesar del aumento en los niveles de PPARy en AMR, también observamos
un incremento de COX-2, tanto en los niveles de ARNm como en la expresién proteica.
Como hemos comentado anteriormente, se han descrito diferentes efectos de los
agonistas PPARy sobre la expresion de COX-2, observdndose tanto un aumento en su
expresion (Meade y cols., 1999; Fahmi y cols., 2002; Kalajdzic y cols., 2002; Pontsler y
cols., 2002; Bishop-Bailey y Warner, 2003; Kang y cols., 2008) como una reduccién
(Inoue y cols., 2000; Han y cols., 2003; Mendez y LaPointe, 2003), o incluso ausencia de
modulacion (Konturek y cols., 2003) en distintos tipos celulares. También se ha descrito
una accion dual en la regulacidon de la expresion de COX-2 por agonistas PPARy, de
manera que 15d-PGJ, aumenta la expresion de COX-2 en ausencia de estimulos
inflamatorios mientras que la disminuye en presencia de IL-1B, TNF-a o LPS (Paik y
cols., 2000; Fahmi y cols., 2002). En CMLV de WKY y SHR observamos un efecto dual de
pioglitazona similar: aumento de la expresion de COX-2 en ausencia de estimulo

inflamatorio, y reduccién de esta expresion tras estimulacién con IL-1p.

Es un hecho ampliamente conocido que el tratamiento crdnico con agonistas PPARy
reduce el estado inflamatorio. Asi, los agonistas PPARy inhiben la expresién de IL-6 y
TNF-a en células microgliales expuestas al péptido B-amiloide, células responsables de
la activacion de la respuesta inflamatoria en la enfermedad de Alzheimer (Combs y
cols., 2000), inhiben la produccién de IL-4, IL-10 e INF-y en linfocitos de un modelo
animal con encefalomielitis autoinmune experimental (Diab y cols., 2002), reducen la
acumulacién de neutroéfilos y macréfagos y bloquean la induccion relacionada con
isquemia cardiaca de ICAM-1, MCP-1 y L-selectina (Yue y cols., 2001). Ademas, la

activacion de PPARy en la pared vascular inhibe, entre otros, la produccién de
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citoquinas, la expresién de moléculas de adhesidon, metaloproteasas y proliferacién y
migracion de CMLV (Touyz y Schiffrin, 2006). Por otra parte, nuestro grupo ha
observado que el tratamiento con pioglitazona reduce el incremento de los niveles del
ARNm de VCAM-1 en SHR (resultados no mostrados). El hecho de que el tratamiento
cronico con pioglitazona reduzca el estado inflamatorio, y posiblemente la activacién
de las vias de sefializaciéon proinflamatorias, y que, como hemos mencionado, los
agonistas PPAR regulen la expresion de COX-2 de diferente manera dependiendo de la
activacion de vias de sefializacion proinflamatorias, quizd ayude a explicar el
incremento de COX-2 observado tras el tratamiento con pioglitazona. Ademas, este
efecto podria estar relacionado con la presencia de un PPRE funcional en la regién
promotora de COX-2 (Meade y cols., 1999; Bishop-Bailey y Warner, 2003). También en
muestras de miocardio de ratas tratadas con pioglitazona esta aumentada la expresién

y actividad de COX-2, PLA, asi como los niveles de prostaciclina (Ye y cols., 2006).

El analisis por inmunohistoquimica reveld que, tras del tratamiento con pioglitazona,
COX-2 se expresaba en las tres capas vasculares. Ademads, cuando analizamos COX-2 en
fibroblastos y CMLV de aorta de ratas SHR después del tratamiento in vitro con
pioglitazona, observamos un incremento en la expresion tanto de la proteina como del
mensajero de COX-2. También observamos mayor expresion de ARNm de COX-2 en
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) tras el tratamiento con
pioglitazona (resultados no mostrados). Esto esta de acuerdo con la presencia de PPARy
descrita en los diferentes tipos celulares vasculares (Touyz y Schiffrin, 2006;
Matsumoto y cols., 2008). Todos estos resultados sugieren que PPARy estd distribuido
de forma ubicua y es activo en la pared vascular donde puede ejercer diferentes

papeles en la inflamacién.

Los prostanoides sintetizados por la COX a partir del AA participan en la regulacién del
tono vascular, tanto a nivel basal como tras la estimulacidon con diferentes agonistas
(Hernanz y cols., 2003; Alvarez y cols., 2005). Algunos autores han descrito que la
expresion incrementada de COX-2 es responsable del incremento en la produccién de
prostanoides contrdctiles y su participacidn en respuestas vasoconstictoras asi como de

la disfuncion endotelial descrita en animales hipertensos o en el envejecimiento
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(Alvarez y cols., 2005; Félétou y cols., 2011). Asi, en arterias de animales hipertensos se
ha descrito un incremento en la participacion de prostanoides contractiles en las
respuestas vasoconstrictoras producidas por agentes vasoactivos como ET-1 (Taddei y
Vanhoutte, 1993), Ang Il (Zerrouk y cols., 1998), noradrenalina (Dantas y cols., 1999;
Adeagbo y cols., 2005) o fenilefrina (Alvarez y cols., 2005). Para determinar la
participaciéon de prostanoides derivados de COX-2 en la respuesta inducida por
fenilefrina, las AMR se incubaron con el inhibidor selectivo de esta enzima, NS 398, el
cual no modificé la respuesta a fenilefrina ni en WKY ni en SHR. Sin embargo, en SHR
tratadas con pioglitazona NS 398 redujo la contraccion inducida por fenilefrina,
sugiriendo que el incremento de COX-2 observado tras el tratamiento tiene una
consecuencia funcional aumentando la participacion de prostanoides contractiles en la
respuesta a fenilefrina. En linea con nuestros resultados, otros autores han observado
una mayor participacion de prostanoides contractiles derivados de COX-2 en anillos

adrticos tras el tratamiento con glitazonas (Fujiwara y cols., 1998; Llorens y cols., 2007).

Una vez determinado el incremento de la participacidn de prostanoides contractiles en
la respuesta a fenilefrina tras el tratamiento con pioglitazona, quisimos conocer la
naturaleza de los mismos. La PGE, puede actuar como prostanoide vasoconstrictor a
través de la activacion de sus receptores especificos EP; y EP3 (Wright y cols., 2001).
Para determinar si este prostanoide estaba implicado en la contraccién inducida por
fenilefrina, las arterias se incubaron con SC 19220, antagonista del receptor EP{/EPs.
Este farmaco no modificod la respuesta contractil inducida por fenilefrina en AMR de
ratas tratadas con pioglitazona excluyendo, por tanto, la participacion de la PGE; en el
efecto vasoconstrictor de fenilefrina. Gluais y cols. (2005; 2006) en aorta de SHR
también descartaron la implicacion de esta prostaglandina en la contraccion a
acetilcolina. Sin embargo, se han descrito resultados contrarios donde PGE,, via
activacion del receptor EP,, actia como factor contractil derivado de endotelio en
arteria femoral de ratas diabéticas (Shi y cols., 2007). Otros prostanoides producen
vasoconstriccion actuando sobre el receptor TP. El antagonista del receptor TP SQ
29,548 redujo la contraccion a fenilefrina en AMR de ratas tratadas con pioglitazona,
confirmando la participacion de prostanoides actuando sobre el receptor TP en estas

arterias.
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Para analizar si los derivados de COX-2 que participan en la respuesta a fenilefrina en
AMR de ratas tratadas con pioglitazona proceden del endotelio, realizamos
experimentos retirando esta capa vascular. En esta situacion experimental, NS 398
inhibid ligeramente la contraccidn a fenilefrina, aunque este efecto fue mucho menor
al observado en arterias con el endotelio intacto. Por otra parte, en segmentos de AMR
de ratas SHR tratadas con pioglitazona denudados de endotelio, observamos que
desaparecia el efecto del antagonista del receptor TP SQ 29,548 sobre la respuesta
contrdctil a fenilefrina. Estos resultados sugieren que los prostanoides derivados de
COX-2 implicados en las respuestas a fenilefrina mediante unién a receptor TP son

fundamentalmente de origen endotelial.

Aunque se ha descrito la participacion del TXA, en las respuestas vasoactivas en
distintos lechos vasculares como arteria carétida (Zhou y cols., 1999) o aorta (Lin y
Nasjletti, 1991; Taddei y Vanhoutte, 1993; Gluais y cols., 2006) de ratas hipertensas y
vasos de resistencia de WKY y SHR tras el tratamiento crénico con aldosterona (Xavier y
cols., 2008), la falta de efecto del inhibidor de la sintasa TXA, furegrelato sobre la
respuesta a fenilefrina en animales tratados con pioglitazona, sugiere que otros
prostanoides distintos al TXA,, actuando sobre el receptor TP, contribuyen a la
contraccion inducida por fenilefrina. Resultados similares obtuvieron Virdis y cols.
(2009), quienes excluyeron la participaciéon del TXA, como prostanoide contractil
derivado de COX en AMR de ratas SHR, o Blanco-Rivero y cols. (2005) quienes
descartaron que TXA, fuese responsable de la reduccion de las relajaciones endotelio-
dependientes a acetilcolina en segmentos adrticos de ratas tratadas con aldosterona.
También Yang y cols. (2002) y Gluais y cols. (2005) descartaron al TXA, como factor
contrdctil derivado de endotelio liberado tras activacion del receptor muscarinico en

aorta de ratas hipertensas.

Ademas del TXA,, otros derivados de COX-2 tales como PGF,, e isoprostanos pueden
mediar vasoconstriccion a través de union al receptor TP (Félétou y cols., 2009), por lo
gue estos mediadores podrian estar implicados en la respuesta a fenilefrina. En este
sentido, se ha implicado a PGF,, en la respuesta vasoconstrictora inducida por Ang Il en

aorta de ratas con hipertension inducida por coartacion de la aorta (Lin y Nasjletti,
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1991), en aorta de ratas SHR (Alvarez y cols., 2005) o en el lecho mesentérico de ratas
ovariectomizadas tras la estimulacion con noradrenalina (Dantas y cols., 1999). Aunque
los isoprostanos se producen fundamentalmente por modificacién oxidativa de acidos
grasos poliinsaturados por un mecanismo no enzimatico catalizado por radicales libres
(Morrow y Roberts, 1997), algunos estudios han descrito que pueden ser un producto
directo de COX o una consecuencia indirecta de la produccion de aniones superdxidos
por el metabolismo mediado por COX. Asi, Tomida y cols. (2003) observaron un
incremento de los niveles urinarios de 8-isoprostano, que fue abolido por NS 398, en
ratas con hipertensién inducida por L-NAME. Virdis y cols. (2009) observaron un
aumento en los niveles de 8-isoprostano derivado de COX-2 tras la curva
concentracion-respuesta a acetilcolina en vasos mesentéricos de SHR, que se asocid
con la disfuncién endotelial encontrada en este modelo crénico de hipertension. Por su
parte, Delannoy y cols. (2010) asociaron la produccion de 8-isoprostano dependiente
de COX-2 a la hiperreactividad inducida por hipoxia en arterias pulmonares. Debido a
gue no disponemos de herramientas farmacoldgicas para analizar la participacion de
PGF,, y 8-isoprostano en la contraccion a fenilefrina, medimos los niveles de dichos
compuestos en el medio de incubacidon de las arterias, una vez finalizada la curva
concentracion-respuesta a fenilefrina. En nuestro modelo experimental los niveles de
PGF,q y 8-isoprostano fueron similares en muestras de SHR y WKY. Similares resultados
fueron descritos por Gluais y cols. (2005) quienes observaron que estos prostanoides
tampoco participaban en la contraccién inducida por acetilcolina en aorta de SHR. El
tratamiento con pioglitazona no modificd estos niveles, descartando la implicacion de
estos compuestos en el efecto de pioglitazona sobre la respuesta a fenilefrina. Sin
embargo, Bagi y cols. (2004) describieron que rosiglitazona mejoraba la dilataciéon
arteriolar coronaria en ratones diabéticos por disminuir la produccion de 8-isoprostano
asi como de anion superdxido derivado de la NAD(P)H oxidasa y Potenza y cols. (2009)
observaron que tras el tratamiento con rosiglitazona los niveles de 8-isoprostano vy
p22phox disminuian en aorta de ratas SHR, mejorando el fenotipo cardiovascular de

esta cepa hipertensa.

Otro derivado de COX-2, la PGH, también puede mediar vasoconstriccion a través de

union al receptor TP, aunque esa contraccién es transitoria debido a que su vida media

222



DISCUSION

es muy corta en solucion acuosa (Dickinson y Murphy, 2002), por ser una
prostaglandina inestable que se transforma espontanea o enzimdticamente en un
isomero mas estable (Ge y cols., 1995). Por lo tanto, los niveles de PGH, son dificiles de
medir y alin se necesitan estudios en mayor profundidad para conocer con precisién su

contribucidn en las respuestas vasculares (Félétou y cols., 2009).

La prostaciclina es el principal prostanoide vasodilatador generado por la via de la
ciclooxigenasa en las células endoteliales, que actua sobre receptores IP. Sin embargo,
durante los ultimos afos crecientes evidencias han sefialado a la prostaciclina como un
factor vasoconstrictor derivado de endotelio capaz de activar receptores TP en
diferentes condiciones tales como hipertension o envejecimiento (Blanco-Rivero y cols.,
2005; Gomez y cols., 2008; Xavier y cols., 2008; Félétou y cols., 2009). La administraciéon
del andlogo de la prostaciclina iloprost a arterias precontraidas con fenilefrina dio lugar
a una respuesta bifasica consistente en una rdpida contraccién seguida de una lenta
relajacion; la fase contractil fue mayor en SHR que en WKY, de forma similar a lo
descrito por otros autores usando PGl, y/o iloprost (Gluais y cols., 2005; Gomez y cols.,
2008; Xavier y cols., 2008), mientras que la relajacion inducida por iloprost fue mas
lenta en SHR que en WKY. Por su parte, Gomez y cols. (2008) describieron que la aorta
de WKY relaja mas a prostaciclina y beraprost, otro analogo de la PGl,, que SHR. El

tratamiento de SHR con pioglitazona no modificé ninguna de las dos fases.

Se ha descrito que PGl, ademas de unirse a los receptores IP y TP puede ejercer sus
efectos a través de los receptores EP1/EP3 (Narumiya y cols., 1999). Asi, McCormick y
cols. (2010) demostraron que analogos de la prostacilina activan receptores EP en
arteria iliaca de conejo y Xavier y cols. (2009) observaron en AMR de ratas Sprague-
Dawley que la contraccion a PGl, se prevenia cuanto se bloqueaban los receptores TP y
EP. En el presente trabajo observamos que la vasoconstriccion a iloprost en ratas
tratadas con pioglitazona es reducida por el antagonista del receptor TP pero no por los
antagonistas de los receptores IP y EP,/EPs;, lo que confirma la participacion del
receptor TP en la contraccién inducida por el andlogo de la PGl,. Como era de esperar,
la relajacion a iloprost fue casi completamente abolida por el antagonista del receptor

IP RO 1138452, confirmando que el efecto relajante de esta sustancia implica la
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estimulacion de receptores IP, como ya han observado Gomez y cols. (2008) o Xavier y
cols. (2009) utilizando prostaciciclina. El antagonista del receptor EP1/EP5 SC 19220 no
modificd la fase relajadora a iloprost, mientras que ésta fue acelerada por el
antagonista del receptor TP SQ 29,548, lo que estad de acuerdo con los resultados
descritos por Gomez y cols. (2008) en aorta de rata usando prostaciclina y su andlogo
beraprost, que sugieren que la activacion de receptores TP, incluso por un agonista
débil y parcial de estos receptores tales como prostaciclina, puede bloquear

marcadamente la relajacién vascular.

Aunque la prostaciclina tiene menor afinidad por los receptores TP que otros productos
derivados de COX-2 (Cheng y cols., 2002; Gluais y cols., 2005), el hecho de que en el
endotelio la prostaciclina sea el prostanoide mayoritario liberado por COX-2 (Cheng y
cols., 2002; Blanco-Rivero y cols., 2005), sugiere que este mediador puede ser
importante en las respuestas vasculares asociadas a los niveles incrementados de COX-
2. En este trabajo hemos observado que los niveles de prostaciclina tras la estimulacién
con fenilefrina eran menores en muestras de animales hipertensos que normotensos,
de acuerdo a lo descrito por otros autores en AMR de WKY y SHR (Soma y cols., 1985;
Matrougui y cols., 1997). En este modelo experimental también se han descrito niveles
incrementados de este prostanoide en aorta tras estimular con fenilefrina (Alvarez y
cols., 2005) o acetilcolina (Gluais y cols., 2005) y en AMR estimuladas con acetilcolina
(Virdis y cols., 2009), asi como niveles similares en aorta en condiciones basales (Gluais
y cols., 2005) y en AMR estimuladas con acetilcolina (Xavier y cols., 2008). El
tratamiento con pioglitazona incrementé los niveles de prostaciclina, de forma similar a
lo encontrado por Ye y cols. (2006) en muestras miocardicas, donde estos autores
establecieron una relacién entre el aumento en dichos niveles y el efecto protector de
pioglitazona observado en el dafo por reperfusion miocardica. También Peredo y cols.
(2008) observaron que el tratamiento con pioglitazona restablecia la liberacién
disminuida de prostaclina en aorta y lecho vascular mesentérico de ratas tratadas con
fructosa. Ademas, el inhibidor de la sintesis de prostaciclina tranilcipromina redujo la
respuesta inducida por fenilefrina sélo en AMR de ratas tratadas con pioglitazona,
mientras que el antagonista del receptor IP RO 1138452 no modificé las contracciones

inducidas por fenilefrina. Estos resultados junto con los efectos similares de SQ 29,548
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s6lo y en combinacidén con RO 1138452, nos permite concluir que la liberacion de PGl,,
sintetizada fundamentalmente en el endotelio por COX-2 y actuando sobre receptores
TP, participa en la respuesta vasoconstrictora inducida por fenilefrina en AMR de ratas

SHR tratadas con pioglitazona.

A pesar de que actle como vasoconstrictor, el incremento de los niveles de PGl, podria
tener efectos cardiovasculares beneficiosos debido a que este prostanoide posee
efectos antiaterogénicos y antitrombdticos y causa inhibicion de la agregacion
plaquetaria y leucocitaria (Vane, 2002; Mitchell y cols., 2008). De hecho, la inhibicion a
largo plazo de la COX-2 por compuestos de la familia de los coxibs puede causar un
aumento en la incidencia de infarto de miocardio y derrame cerebral, debido
posiblemente a la supresién del papel ateroprotector de COX-2 en células endoteliales
(Bombardier y cols., 2000). Por su parte, Bolego y cols. (2006) observaron en HUVEC
obtenidas de pacientes diabéticos una menor expresion de COX-2 que se
correlacionaba con menores niveles de PGl, y, por lo tanto, con un incremento en las

complicaciones cardiovasculares asociadas a la patologia diabética.

2.5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PARTICIPACION
DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA RESPUESTA VASCULAR A
FENILEFRINA

Estd ampliamente descrito que la produccién incrementada de ROS juega un
importante papel en situaciones fisiopatologicas como la hipertension, en la que se ha
observado tanto un incremento en el estrés oxidativo (Zalba y cols., 2000; Touyz y
Schiffrin, 2004; Lee y Griendling, 2008; Harrison y Gongora, 2009), como una mayor
participacion de las ROS en las respuestas vasoconstrictoras (Alvarez y cols., 2008;
Garcia-Redondo y cols., 2009b; Virdis y cols., 2009). Una de las especies reactivas de
oxigeno implicadas en la disfuncion vascular parece ser el 0,7, que potencia las
contracciones dependientes de endotelio y produce un deterioro de las respuestas
vasodilatadoras por su capacidad de inactivar al principal factor relajante vascular, el
NO (Yang y cols., 2002; Virdis y cols., 2009). Sin embargo, también se han descrito
efectos vasodilatadores inducidos por O,” (Marin y Rodriguez-Martinez, 1995) y

ausencia de modulacién de las respuestas contractiles por O, (Girouard y Champlain,
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2004). Evidencias obtenidas en animales de experimentacién y estudios llevados a cabo
en humanos sugieren que la NAD(P)H oxidasa es la enzima principal productora de O,"
a nivel vascular. En distintos modelos de hipertensién, las subunidades NOX-1, NOX-2,
NOX-4, rac-1 y/o p22phox estan aumentadas (Nakamura y cols., 2008; Briones y cols.,
2011). Ademads, se ha descrito que la reducciéon en la actividad de los sistemas
antioxidantes celulares también contribuye al incremento en el estrés oxidativo (Reddn

y cols., 2003; Chaves y cols., 2007; Chan y cols., 2009).

Nuestros resultados estan de acuerdo con esta hipdtesis ya que comparado con WKY,
en arterias de SHR se observdé un mayor efecto inhibitorio de alopurinol y apocinina,
inhibidores respectivos de la xantina oxidasa y NAD(P)H oxidasa, sobre la respuesta
contractil a fenilefrina, lo que indica la participacion de O, en dicha respuesta.
Apoyando lo anteriormente dicho estdn los resultados en los que inhibidores de la
NAD(P)H oxidasa disminuyen las contracciones en un modelo de hipertensién inducido
por Ang Il (Pintmann y cols., 2005), asi como el tono espontaneo en aorta de ratas
hipertensas DOCA-salt (Ghosh y cols., 2004). Ademas, las arterias de SHR presentaban
un incremento en los niveles del ARNm de NOX-1, una mayor produccién de O," asi
como mayores niveles plasmaticos de MDA, ya descrito por nuestro grupo y otros
investigadores (Alvarez y cols., 2007; Virdis y cols., 2009). Por otra parte, aunque los
niveles de catalasa no se modificaron, la expresion reducida de Cu/Zn-, Mn- y EC-SOD
podria contribuir a explicar el aumento de estrés oxidativo observado en la cepa
hipertensa. De acuerdo con nuestros resultados, Nozoe y cols. (2007) encontraron que
la expresion de la Cu/Zn-SOD en el nucleo del tracto solitario era menor en ratas SHR-
SP que en sus controles normotensos. Por su parte, Wu y cols. (2001) encontraron
mayores niveles de O, derivados de una mayor actividad de la NAD(P)H oxidasa tanto
en el modelo de hipertension de ratas DOCA-salt como en ratas SHR; sin embargo, sélo
en aortas procedentes de ratas DOCA-salt existia una relacién clara entre el incremento
en los niveles de O," y la reduccién en la expresion de Cu/Zn-SOD, sugiriendo que el
impacto de la alteracion en los mecanismos detoxificantes sobre el estrés oxidativo es

dependiente también del modelo de hipertensién en estudio.
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Gran parte de los efectos antiinflamatorios, asi como los efectos pleitropicos
beneficiosos en enfermedades cardiovasculares que tienen los agonistas PPARy se han
asociado a su capacidad de reducir el estrés oxidativo. Asi, la disminucién en el estrés
oxidativo protege del dafio cerebrovascular inducido por hipertension (Nakamura y
cols., 2007), previene la hipertensién en ratas SHR (Chan y cols., 2010) o contribuye a la
mejora de la funcidn endotelial (Nakamura y cols., 2008; Matsumoto y cols., 2008). Se
ha descrito que las glitazonas reducen el estrés oxidativo por inhibir la expresién de los
diferentes componentes de la NAD(P)H oxidasa y la subsecuente produccion de ROS
(Inoue y cols., 2001; Iglarz y cols., 2003; Dobrian y cols., 2004; Bagi y cols., 2004; Hwang
y cols., 2007; Nakamura y cols., 2007; 2008; Potenza y cols., 2009) y/o incrementar las
defensas antioxidantes, como las SODs (Inoue y cols., 2001; Villegas y cols., 2004;
Hwang y cols., 2005; Potenza y cols., 2009). Asi, rosiglitazona mejora la respuesta
vasodilatadora en ratas obesas Zucker probablemente por disminuir la actividad de la
NAD(P)H oxidasa y, por tanto, los niveles de anién superéxido (Xiang y cols., 2008).
Similares resultados obtuvieron Nakamura y cols. (2008) en aorta de ratas SHR-SP,
quienes asociaron la mejoria de la funcidn endotelial con la capacidad de la
pioglitazona de disminuir la produccion de ROS, posiblemente por interferir con la
actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa. De acuerdo con esto, en el presente trabajo el
tratamiento de ratas SHR con pioglitazona también mostré propiedades antioxidantes
ya que redujo los niveles de ARNm de NOX-1 asi como de NOX-2 y p47phox (datos no
mostrados) en AMR y normalizd la produccion incrementada de O,”. Ademas, abolio el
efecto inhibitorio de alopurinol y apocinina sobre la contraccién inducida por
fenilefrina. Hwang y cols. (2007) observaron que el tratamiento con rosiglitazona
reduce la expresion de NOX-1, NOX-2 y NOX-4 en aorta de ratones diabéticos de forma
paralela a la reduccién de la produccion de O,". Por otra parte, después del tratamiento
con pioglitazona se observo reduccion de la expresion de EC-SOD, sin verse afectadas la
expresion de Cu/Zn- y Mn-SOD. Nakamura y cols. (2008) tampoco vieron
modificaciones en la expresion de la isoforma Cu/Zn-SOD en aorta de ratas SHR-SP tras
el tratamiento con pioglitazona, ni Hwang y cols. (2007) en tejido adrtico de ratones
diabéticos tras el tratamiento con rosiglitazona. Sin embargo, en HUVEC se ha
observado que la activacion de PPARy potencia la expresion y/o actividad del enzima

(Inoue y cols., 2001; Hwang y cols., 2005). Similares resultados han obtenido Yu y cols.
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(2008) quienes observaron que rosiglitazona ejercia un efecto neuroprotector en ratas
epilépticas por suprimir la produccion de ROS y potenciar la actividad antioxidante de
las SODs. Por su parte, Matsumoto y cols. (2007) observaron que pioglitazona mejoraba
la relajaciéon dependiente de endotelio en aorta por reducir el estrés oxidativo
mediante el incremento de la actividad SOD, ademas de la disminucidn de la actividad
NAD(P)H oxidasa, en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina. Por el contrario,
los niveles del ARNm de catalasa se incrementaron tras el tratamiento con pioglitazona,
lo que estd de acuerdo con lo observado por Bagi y cols. (2004). La existencia de un
PPRE en la region promotora del gen de la catalasa (Girnun y cols., 2002) podria
explicar este efecto y contribuiria a la reduccion del estrés oxidativo por los agonistas

PPARy.

2.6. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIOGLITAZONA SOBRE LA PARTICIPACION
DE OXIDO NITRICO EN LA RESPUESTA VASCULAR A FENILEFRINA

Como se ha comentado previamente, el NO liberado por el endotelio ejerce multiples
funciones cardioprotectoras. Asi, en plaquetas inhibe la adhesién y agregacién
plaguetaria y en mdusculo liso vascular induce vasodilatacion e inhibicion del
remodelado vascular y proliferacion celular (Moncada y Higgs, 2006). Por otra parte, ha
sido ampliamente descrito que la hipertensidon se caracteriza por presentar disfuncién
endotelial (Félétou y Vanhoutte, 2006). Entre los mecanismos que pueden
individualmente o en asociacién explicar la disfuncién endotelial en esta patologia cabe
destacar: 1) disminucién en la produccion de NO (Chou, 1998; Dowell y cols., 1999) o
aumento en su degradacion (Marin y Rodriguez-Martinez, 1997); 2) incremento en la
liberacion de ET-1 (Félétou y Vanhoutte, 2006); 3) alteraciones en el transporte del
precursor del NO L-arginina (Schlaich y cols., 2004) o en la via de la GC-GMPc (Courtois
y cols., 2003); 4) liberacion de un factor contractil derivado de endotelio que
contrarresta los efectos vasodilatadores del NO (Félétou y cols., 2009); 5) incremento
en la produccion y/o participacion de vasoconstrictores derivados del acido
araquiddnico (Alvarez de Sotomayor y cols., 2007). Sin embargo, a pesar de lo
anteriormente mencionado, los mecanismos mds aceptados actualmente para explicar

la disfuncion endotelial tanto en la hipertensidon arterial humana como en la
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experimental se asocian a la disminucion de la biodisponibilidad de NO, bien por un
incremento en su metabolismo por 0,7, cuyos niveles como hemos comentado estan
aumentados con la hipertension (Rajagopalan y cols., 1996; Hamilton y cols., 2001), y/o
por un enmascaramiento de sus efectos al incrementarse la produccién de
prostanoides contractiles (Dohi y cols., 1996; Zhou y cols.,, 1999). En nuestras
condiciones experimentales, donde hemos visto una mayor produccion de O, en ratas
hipertensas que normotensas, la administracion de acetilcolina a segmentos
precontraidos con fenilefrina, origind una respuesta vasodilatadora que fue
ligeramente menor en AMR de SHR. Este deterioro en la relajaciéon también ha sido
ampliamente descrito por otros autores tanto en arterias de conductancia (Rapoport y
Williams, 1996; Zhou y cols., 1999; Alvarez y cols., 2005) como de resistencia (Tschudiy
cols., 1996; Briones y cols., 2000), aunque también se han descrito relajaciones
dependientes de endotelio no alteradas (Hutri-Kdhonen y cols., 1999; Briones vy cols.,
2002a) e incluso aumentadas (Dowell y cols., 1999; Hernanz y cols., 2008) con la
hipertension. En diversos lechos vasculares se ha descrito que el NO, ademas de su
efecto vasodilatador, puede modular respuestas vasoconstrictoras a diferentes agentes
tanto en modelos animales normotensos (O’Brien y cols., 2001; Alvarez y cols., 2008)
como hipertensos (Briones y cols., 2000; Rossoni y cols., 2002b). Tras la inhibicién de
NO con un inhibidor no selectivo de la NOS, L-NAME, observamos un desplazamiento
hacia la izquierda de la curva concentracion-respuesta inducida por fenilefrina que fue
mayor en animales normotensos que hipertensos. Estos resultados nuevamente

confirman que la biodisponibilidad del NO esta reducida en animales hipertensos.

Aunque hay un gran numero de estudios analizando los efectos que ejercen las
glitazonas sobre la contractilidad del musculo liso, los efectos de las tiazolidinedionas
sobre la generacion de NO no estan claros. Asi, mientras algunos autores han
encontrado liberacion incrementada de NO y/o de la actividad NO sintasa por
glitazonas (Calnek y cols., 2003; Dobrian y cols., 2004; Wakino y cols., 2005; Llorens y
cols., 2007), otros no observan efectos de las glitazonas sobre la sefial mediada por NO
(Ryan y cols., 2004; Ye y cols., 2006; Li y cols., 2010). Nosotros encontramos que la
vasodilatacion inducida por acetilcolina en AMR era restablecida tras el tratamiento de

SHR con pioglitazona, de forma similar a lo descrito en otros modelos de hipertension
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(Diep y cols., 2002b; Ryan y cols., 2004; Nakamura y cols., 2007) asi como en ratas
diabéticas Zucker (Walker y cols., 1999). Ademas, el efecto potenciador de L-NAME
sobre la contraccion a fenilefrina aumenta tras el tratamiento de SHR con pioglitazona,
de forma similar a lo encontrado por Llorens y cols. (2007) en aorta de ratas SHR,
sugiriendo que pioglitazona aumenta la liberacion y/o disponibilidad de NO derivado de

endotelio en un intento de modular las contracciones a fenilefrina.

Los mecanismos que subyacen a la mejora en las relajaciones dependientes de
endotelio por las glitazonas no son del todo comprendidos; sin embargo, dichos
beneficios parecen ser atribuidos, al menos en parte, a los efectos directos sobre las
células vasculares, tales como el aumento en la produccion o biodisponibilidad de NO,
la reduccion de la produccidon enddgena de ET-1, asi como por la disminucion del estrés
oxidativo por la regulacién de la expresidn y/o actividad de las enzimas productoras de
ROS o de las defensas antioxidantes celulares (Nakamura y cols., 2007; 2008;
Matsumoto y cols., 2008). Sin embargo, un reciente estudio ha demostrado que eNOS y
la via de sefializacién mediada por PI3 quinasa/Akt/eNQS, tras estimular con insulina,
no se modifica por el tratamiento con rosiglitazona en segmentos adrticos de SHR
adultas (Li y cols., 2010). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo sugieren que ROS
esta implicado en las alteraciones vasculares en ratas SHR y que pioglitazona reduce
estas ROS, lo que incrementaria la biodisponibilidad de NO contribuyendo a su efecto
cardioprotector, como ha sido descrito por Bagi y cols. (2004) en arteriolas coronarias
de ratones con diabetes tipo 2. Por otra parte, el aumento en la respuesta a acetilcolina
asi como la mayor participacion de NO en la respuesta a fenilefrina no era debida al
aumento en la expresién de eNOS, ya que no se vio modificada tras el tratamiento con
pioglitazona. Estos resultados son similares a los obtenidos por Calnek y cols. (2003),
qguienes han demostrado liberacion incrementada de NO por células endoteliales a
través de mecanismos transcripcionales no relacionados con la expresion de eNQOS, y
con los de Wakino y cols. (2005) quienes observaron una aumento de NO renal tras el
tratamiento de ratas SHR con pioglitazona sin modificacion en ninguna de las isoformas
de las NOS. Tampoco Nakamura y cols. (2007; 2008) vieron cambios en la actividad de
la eNOS tras el tratamiento con pioglitazona a pesar de la mejoria en la disfuncion

endotelial. Por su parte, Ryan y cols. (2004) observaron que la mejora de la respuesta a
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acetilcolina y NO en arterias carétidas de ratas diabéticas Zucker tratadas con
rosiglitazona, no implicaba cambios en la sefial mediada por NO ya que ni eNOS ni la
GCs se veian alteradas. Sin embargo, en aortas femorales de ratas diabéticas Zucker, Lu
y cols. (2010a) ven que, tras el tratamiento con rosiglitazona, se restablece la
disminuida expresion de eNOS, lo que se relaciona con una mejora de la disfuncién

endotelial encontrada en este modelo experimental.

CONCLUSION GENERAL

En conclusion, el tratamiento con pioglitazona, aunque no tuvo efectos sobre la presion
arterial, modifico la participacion de diferentes mediadores en la respuesta a fenilefrina
en arterias de resistencia de ratas SHR. Asi, se observd una produccién incrementada
de prostaciclina, probablemente por aumento de COX-2. Aunque en nuestras
condiciones experimentales PGl, parece actuar como vasoconstrictor, los niveles
incrementados de este prostanoide serian beneficiosos porque ejerce un papel
cardioprotector importante a través de la inhibicién de la adhesion y agregacién
plaquetaria y por sus efectos pleiotropicos sobre el musculo liso vascular, como ha sido
propuesto para explicar los efectos adversos que ejercen los inhibidores selectivos de
COX-2, aungque son necesarias mas investigaciones para clarificar este punto. Ademas,
la reduccién del estrés oxidativo, que puede incrementar la biodisponibildad del NO,
también contribuiria al efecto protector de las glitazonas ampliamente descrito en

varias patologias cardiovasculares.
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1. El aumento en la produccion de O, debido al aumento de la expresion y actividad de
la NAD(P)H oxidasa contribuye a la induccién de COX-2 por la citoquina proinflamatoria
IL-1B8 en CMLV de animales normotensos e hipertensos. El incremento de los niveles de
H,0,, encontrado exclusivamente en CMLV de SHR, puede explicar la mayor induccion

de la expresion de COX-2 observada en esta cepa.

2. La activacion del factor de transcripcion NF-kB, como consecuencia del aumento del
estrés oxidativo producido por IL-1B, esta implicada en la induccion de la expresidon de

COX-2 en CMLV de SHR.

3. La activacion de PPARy reduce la expresion de COX-2 inducida por IL-1B en CMLV por
la inhibicién de la expresidn y actividad de la NAD(P)H oxidasa, la disminucién de los
niveles de ROS vy la consiguiente reduccién de la activacion del factor de transcripcion

NF-kB.

4. El tratamiento de ratas hipertensas con el activador PPARy pioglitazona no modifica
la respuesta a fenilefrina ni mejora las alteraciones estructurales y mecanicas
observadas en arterias de resistencia, lo que puede ayudar a explicar la falta de efecto

antihipertensivo de este tratamiento.

5. El incremento en la expresidon vascular de COX-2 origina un aumento en la
produccién endotelial de prostaciclina y su participacion en la respuesta a fenilefrina,

actuando como vasoconstrictor a través de la activacién de receptores TP.

6. El tratamiento con pioglitazona reduce el estrés oxidativo vascular, aboliendo su
participaciéon en la respuesta a fenilefrina, por reducir la expresiéon de NOX-1, y
probablemente la actividad de la NAD(P)H oxidasa, asi como por aumentar los niveles
de la enzima detoxificante catalasa. La reduccion de la produccion de ROS a nivel
vascular puede incrementar la biodisponibilidad de NO, aumentando su participacion
en la respuesta a fenilefrina y ayudando a explicar la mejora de la disfuncién endotelial

observada tras el tratamiento.
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7. Todos estos efectos estan favorecidos por el aumento inducido con pioglitazona en

los niveles vasculares de PPARYy, los cuales se encuentran reducidos en SHR.

CONCLUSION GENERAL

Los resultados de este trabajo aportan nuevos datos sobre las alteraciones que se
observan con la hipertensidn, los mecanismos implicados en las mismas y su
modulacion por agonistas PPARy. La reduccién del estrés oxidativo, que puede
incrementar la biodisponibilidad del NO, asi como el efecto sobre la expresidon de COX-2
puede también contribuir a las acciones protectoras de las glitazonas ampliamente
descritas en varias patologias cardiovasculares. Aunque en nuestras condiciones
experimentales PGIl, actia como vasoconstrictor, niveles incrementados de este
prostanoide serian beneficiosos puesto que ejerce un papel cardioprotector importante
a través de la inhibicién de la adhesidn y agregacién plaquetaria y por sus efectos
pleiotrépicos sobre el musculo liso vascular. Estudios adicionales son necesarios para

evaluar las potenciales implicaciones de dichos agonistas en pacientes hipertensos.
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Aims: Hypertension is associated with increased plasma inflammatory markers such as
cytokines and increased vascular cyclooxygenase-2 (COX-2) expression. The ability of
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARYy) agonists to reduce oxidative
stress seems to contribute to their anti-inflammatory properties. This study analyzes
the effect of pioglitazone, a PPARYy agonist, on interleukin-1B-induced COX-2
expression and the role of reactive oxygen species (ROS) on this effect.

Methods and results: Vascular smooth muscle cells from hypertensive rats stimulated
with interleukin-13 (10 ng/mL, 24 h) were used. Interleukin-1B increased: 1) COX-2
protein and mRNA levels; 2) protein and mRNA levels of the NADPH oxidase subunit
NOX-1, NADPH oxidase activity and ROS production; and 3) IKK phosphorylation,
nuclear expression of the p65 NF-kappaB subunit and cell proliferation, all of which
were reduced by apocynin (30 pmol/L). Interleukin-1B-induced COX-2 expression was
reduced by apocynin, tempol (10 pmol/L), catalase (1000 U/mL) and lactacystin (5
pmol/L). Moreover, H202 (50 pmol/L, 90 min) induced COX-2 expression, which was
reduced by lactacystin. Pioglitazone (10 umol/L) reduced the effects of interleukin-13
on: 1) COX-2 protein and mRNA levels; 2) NOX-1 protein and mRNA levels, NADPH
oxidase activity and ROS production; and 3) p-IKK, p65 expressions and cell
proliferation. Pioglitazone also reduced the H202-induced-COX-2 expression and
increased Cu/Zn- and Mn-superoxide dismutase protein expression. PPARy siRNA (5
nmol/L) further increased interleukin-1B-induced COX-2 and NOX-1 mRNA levels. In
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addition, pioglitazone increased the interleukin-1B-induced PPARy mRNA levels.
Conclusion: PPARYy activation with pioglitazone reduces interleukin-1B-induced COX-2
expression by interference with the redox-sensitive transcription factor NF-kappaB.
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*Condensed abstract

Condensed Abstract

We analyzed the effect of pioglitazone on interleukin-1p3-induced COX-2 expression
and the role of reactive oxygen species (ROS) on this effect in VSMC from SHR.
Interleukin-1f3 increased: 1) NOX-1 protein and mRNA levels; 2) NADPHox activity
and ROS production; and 3) p-IKK and p65 NF-kB nuclear expression. Apocynin,
catalase and lactacystin reduced the interleukin-1B-induced COX-2 expression.
Pioglitazone reduced the effects of interleukin-13 on: 1) COX-2 and NOX-1; 2)
NADPHox activity and ROS production; and 3) p-IKK and p65 nuclear expression.
PPARy siRNA increased both interleukin-1p-induced COX-2 and NOX-1 mRNA
levels. Summarizing, pioglitazone reduces interleukin-1p-induced COX-2 expression

probably by NF-«B interference.
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List of non-standard abbreviations: ROS: reactive oxygen species; H,O,: hydrogen
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activated receptors; IL-1p: interleukin-1f; SOD: superoxide dismutase
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Abstract

Aims: Hypertension is associated with increased plasma inflammatory markers such as
cytokines and increased vascular cyclooxygenase-2 (COX-2) expression. The ability of
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY) agonists to reduce oxidative stress
seems to contribute to their anti-inflammatory properties. This study analyzes the effect
of pioglitazone, a PPARY agonist, on interleukin-1p-induced COX-2 expression and the

role of reactive oxygen species (ROS) on this effect.

Methods and results: Vascular smooth muscle cells from hypertensive rats stimulated
with interleukin-1p (10 ng/mL, 24 h) were used. Interleukin-1p increased: 1) COX-2
protein and mRNA levels; 2) protein and mRNA levels of the NADPH oxidase subunit
NOX-1, NADPH oxidase activity and ROS production; and 3) IKK phosphorylation,
nuclear expression of the p65 NF-kB subunit and cell proliferation, all of which were
reduced by apocynin (30 umol/L). Interleukin-1p-induced COX-2 expression was
reduced by apocynin, tempol (10 umol/L), catalase (1000 U/mL) and lactacystin (5
umol/L). Moreover, H,0, (50 umol/L, 90 min) induced COX-2 expression, which was
reduced by lactacystin. Pioglitazone (10 umol/L) reduced the effects of interleukin-13
on: 1) COX-2 protein and mRNA levels; 2) NOX-1 protein and mRNA levels, NADPH
oxidase activity and ROS production; and 3) p-IKK, p65 expressions and cell
proliferation. Pioglitazone also reduced the H,O,-induced-COX-2 expression and
increased Cu/Zn- and Mn-superoxide dismutase protein expression. PPARy siRNA (5
nmol/L) further increased interleukin-1p-induced COX-2 and NOX-1 mRNA levels. In

addition, pioglitazone increased the interleukin-1pB-induced PPARy mRNA levels.



Conclusion: PPARYy activation with pioglitazone reduces interleukin-1p-induced COX-2

expression by interference with the redox-sensitive transcription factor NF-kB.

Keywords: pioglitazone; COX-2; oxidative stress; NF-kB; vascular smooth muscle

cells.

List of non-standard abbreviations: ROS: reactive oxygen species; H,O,: hydrogen
peroxide; O,": superoxide anion; COX: cyclooxygenase; VSMC: vascular smooth
muscle cells; SHR: spontaneously hypertensive rats; PPARs: Peroxisome-proliferator

activated receptors; IL-1p: interleukin-1f; SOD: superoxide dismutase.



Introduction

Peroxisome-proliferator activated receptors (PPARS) are ligand-activated transcription
factors belonging to the nuclear receptor superfamily that regulate gene expression [1-
3]. Upon activation, PPARs heterodimerize with the retinoic X receptor (RXR), bind to
specific PPAR response elements (PPRE) in the promoter region of their target genes
and then activate gene expression [1-3]. Alternatively, PPAR also regulates gene
expression in a DNA-independent fashion by interfering with other signalling pathways
such as NF-kB, AP-1 or STAT [2]; this mechanism, termed trans-repression, explains
the anti-inflammatory properties of the PPAR-ligand complex. In addition, PPARs
repress the transcription of direct target genes in the absence of ligands (ligand-
independent repression) [2]. To date, three members have been identified, a, f/6 and v,
with different tissue distribution and ligand specificity. PPARy is mostly expressed in
adipose tissue and it has been shown to play a major regulatory role in adipocyte
differentiation [4] and glucose homeostasis [5]. Natural ligands for PPARy include free
fatty acids and prostaglandin D, derivatives; synthetic agonists include
thiazolidinediones (glitazones), which are insulin sensitizers used as antidiabetic type II.
PPARYy is also present in vascular cells, where its stimulation has been shown to have
cardiovascular protective effects through regulation of cytokine production, adhesion
molecule expression, fibrinolysis, modulation of monocyte-derived macrophages and
fibrosis [1, 6]. In addition, PPARYy agonists inhibit the expression of NADPH oxidase
components, the main source of superoxide anion (O;") at vascular level, and the
subsequent reactive oxygen species (ROS) production, thus contributing to the

antiinflammatory effect of these drugs [7, 8].



Prostaglandins are important mediators of cardiovascular function. Although the
constitutive isoform of cyclooxygenase (COX-1) is the rate-limiting enzyme in the
formation of prostanoids in physiological conditions, these mediators can also be
synthesized for the inducible isoform (COX-2). In most mammalian tissues, COX-2
expression remains undetectable under basal conditions although exposure to bacterial
endotoxins, cytokines, hormones or growth factors induces its expression [9, 10].
Therefore, the role of COX-2 seems to be more important in pathological processes
such as inflammation. COX-2 expression is highly regulated by both transcriptional and
post-transcriptional mechanisms. Several transcription factors, such as the redox-
sentitive NF-xB or AP-1, activated by cytokines and other inflammatory mediators,

have been implicated in this regulation [11].

Hypertension is associated with increased plasma inflammatory markers such as
cytokines [12, 13]. Among them, greater levels of the pro-inflammatory cytokine
interleukin (IL)-1B have been described in both plasma and aorta of spontaneously
hypertensive rats (SHR) compared to their normotensive controls [14]. In addition,
hypertension is also associated to augmented vascular COX-2 expression and COX-2-
derived prostanoids [15-17] which may modify the regulation of vascular tone during
this pathology. Increased oxidative stress has also been described in human and
different models of hypertension, including SHR [13]. Interestingly, ROS production is
associated to induction of COX-2 expression in several conditions [18-21]. Thus,
induction of COX-2 by hydrogen peroxide (H,O,) or a superoxide-generating system
has been described [18]. PPARYy activation inhibits COX-2 expression [22-24] and ROS
production [7, 8] and increases antioxidant mechanisms [7, 8]. Therefore, it might be

possible that anti-inflammatory properties of PPARy agonists would be attributable, at



least in part, to the interference with the ROS-elicited COX-2 induction after cytokines
exposure. To evaluate this hypothesis, we studied the effect of pioglitazone on COX-2
expression induced by IL-1B in vascular smooth muscle cells (VSMC) from

hypertensive rats and the role of the redox-sensitive transcription factor NF-xB on this

effect.



Methods

All experimental procedures were approved by the Animal Care and Use Committee of
our Institution, according to the guidelines for ethical care of experimental animals of
the European Community. The investigation conforms to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996) and the current Spanish and European laws (RD

223/88 MAPA and 609/86).
Cell cultures

VSMC isolated from aortas of 6-month-old SHR were used. Briefly, thoracic aortas
were aseptically removed, cleaned of fat tissue and blood cells and placed in Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (4°C) containing
2 mg/mL type 2 collagenase (Invitrogen), 0.1% bovine seroalbumin (BSA), 200 U/mL
of penicillin and 200 pg/mL of streptomycin (Sigma Chemical, Co., St. Louis, MO,
USA). After adventitia was carefully removed, VSMC were obtained by the explant
method [21]. For experiments, cells from passages 3 to 8 were made quiescent by
incubation in serum-free DMEM supplemented with 0.1% BSA for 24 h. Cells were
stimulated with IL-1p (10 ng/mL) for 24 h with or without pretreatment for 18 h with
the PPARY agonists pioglitazone, rosiglitazone or 15d-PGJ,. The effects of apocynin,
catalase, tempol or lactacystin were analyzed by its addition to the incubation medium
18 h before IL-1B. In another set of experiments, the effects of H,O, on COX-2

expression in the absence and presence of pioglitazone were also analyzed.



In some experiments, VSMC from 6 month-old normotensive (Wistar Kyoto) rats were
also used. These cells were obtained similarly to those from hypertensive animals and

used from passages 3 to 8.
Western blot analysis

Protein expression was determined in whole-cell lysates (20-25 pg protein) or nuclear
extracts (15 pg protein) by western blot. Whole-cell extracts were prepared in RIPA
buffer. Nuclear extracts were obtained by scrapping VSMC in hypotonic buffer (0.02
mol/L Hepes pH=8, 0.01 mol/L KCI, 0.15 mmol/L EDTA pH=8, 0.15 mmol/L EGTA
pH=8 and protease and phosphatase inhibitor cocktails). After 5 min centrifugation at
5,000 rpm, the supernatant (cytosolic fraction) was removed and the pellet was
resuspended in hypertonic buffer (0.02 mol/L Hepes pH=8, 0.450 mol/L NaCl, 25%
glycerol, 1.5 mmol/L MgCl,, 0.25 mmol/L EDTA pH=8, 0.15 mmol/L EGTA pH=8
and protease and phosphatase inhibitor cocktails), incubated for 30 min and centrifuged

at 14,000 rpm for 5 min, recovering the supernatant as nuclear fraction.

Proteins were separated by 7.5% for COX-2, 10% for p-IKK and p65 or 12% SDS-
PAGE for SODs and NOX-1, and transferred to polyvinyl difluoride membranes
overnight that were incubated with rabbit polyclonal antibodies for COX-2 (1:150;
Cayman Chemical; Ann Arbor, MO, USA), Cu/Zn-SOD (0.05 pg/mL; Stressgen
Bioreagents Corp., Victoria, Canada), Mn-SOD (0.005 pg/mL; Stressgen Bioreagents
Corp.), EC-SOD (10 pg/mL; Stressgen Bioreagents Corp.) and p65 (1:1,000 dilution,
Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA) or goat polyclonal antibodies for
NOX-1 (1:100 dilution, Santa Cruz Biotechnology Inc) and p-IKK (1:200 dilution,

Santa Cruz Biotechnology Inc). Immunoreactive bands were visualized using HRP-



conjugated antirabbit or antigoat 1gG (1:2,000, Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA,
USA) and ECL Plus Western blot analysis system (Amersham International, Little
Chalfont, UK) and subjected to autoradiography (Hyperfilm ECL, Amersham
International). Immunoblot signals were quantified using the Typhoon 9210
quantification software (Amersham Biosciences). The same membrane was used to
determine a-actin (monoclonal antibody anti-a-actin, 1:150,000 dilution, Sigma
Chemical Co) or IKK expressions (polyclonal antibody anti-IKK, 1:200 dilution, Santa
Cruz Biotechnology Inc) in cellular lysates or TBP expression in cytosolic and nuclear
extracts (polyclonal antibody anti-TBP, 1:2,000 dilution, Santa Cruz Biotechnology

Inc).

Results are expressed as the ratio between signals on the immunoblot corresponding to
the different proteins and a-actin or IKK for cellular lysates or TBP for nuclear extracts.
To compare results for protein expression within the same experiment and with others,
we assigned a value of 1 in each gel to the expression of control cells or cells stimulated
with IL-1p and used that value to calculate the relative density of other bands from the

same gel.
Quantitative PCR real time (QRT-PCR) assay

The different MRNAs were determined in VSMC by gqRT-PCR. Total RNA was
obtained by using TRIzol (Invitrogen). A total of 1 ug of DNAse I-treated RNA was
reverse-transcribed into cDNA using the High Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) in a 20 pL reaction. PCR was performed in
duplicate for each sample using 0.5 uL of cDNA as template, 1x TagMan Universal

PCR Master Mix (Applied Biosystems) and 10x of Tagman Gene Expression Assays
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(Applied Biosystems, COX-2: Rn00568225 m1; NOX-1: Rn00586652 ml; PPARy:
Rn00440945 m1) in a 20 pL reaction. For quantification, gRT-PCR was carried out in
an ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, from the CAT
of Universidad Rey Juan Carlos) using the following conditions: 2 min 50°C, 10 min
95°C and 40 cycles: 15 s 95°C, 1 min 60°C. As a normalizing internal control we
amplified 2 microglobulin (Rn00560865 _m1). To calculate the relative index of gene

2-AACt

expression, we employed the method [25] using untreated samples as calibrator.

RNA Interference and Cell Transfection

A small interfering RNA (siRNA) against PPARy and siRNA with a nonsilencing
oligonucleotide sequence (non-specific or siRNActrl) were obtained (Quiagen-lzasa,
Barcelona, Spain). One day after cells were plated, the cultures were transfected with 5
nmol/L of both siRNA using "Hi-Perfect transfection Reagent" according to the
manufacturer’s instructions (Quiagen-lzasa). 24 h after transfection, cells were treated or
not for 18 h with pioglitazone and stimulated for another 24 h period with IL-1p. The

silenced gene was monitored by gRT-PCR.
Detection of intracellular ROS production

Intracellular O," production was measured by fluorescence imaging analysis with
dihydroethidium (DHE). Briefly, VSMC were plated onto glass coverslips inserted into
6-well plates and cultured as described above. Subconfluent cells were stimulated with
IL-1pB for 24 h in the absence and presence of pioglitazone which was added 18 h before
IL-1pB. Afterwards, cells were loaded with DHE (10 umol/L) in serum-free DMEM plus
0.1% BSA for 30 min at 37°C. Non-stimulated VSMC were daily imaged in parallel

using the same image settings during the course of the study. Images were captured with
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a fluorescent laser scanning confocal microscope (Leica TCS SP5 equipped with a
krypton/argon laser). The fluorescence intensity values of 10-15 nuclei/experiment were
measured using the Metamorph image analysis software (Molecular Devices Corp.,

Downingtown, PA, USA).

The colorant 2", 7"-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) was also used to
estimate the intracellular ROS production, particularly H,O,. VSMC were cultured into
24-wells plates at 50% of confluence and treated as described for O, detection.
Afterwards, cells were loaded with 10 umol/L DCFH-DA for 30 min in the darkness.
VSMC were washed with phosphate-buffered saline and 500 pL of NaOH (1 mol/L)
was added to the well, incubating the plate in continuous shaking for 30 min.
Intracellular fluorescence was then quantified with a spectrofluorimeter (Spectrafluor
Plus, Tecan lberica, Barcelona, Spain) using an excitation wavelength of 485 nm and an
emission wavelength of 530 nm. H,O, (1 umol/L) was used as positive control; the

reduction of DCF by catalase (1000 U/mL) confirms the specificity of the method.

Changes in cellular fluorescence were determined by calculating the fluorescence

intensity values in the presence of IL-1p or IL-1p plus pioglitazone.
NADPH oxidase activity

Cells were treated as described for O," detection and NADPH oxidase activity was
determined using the method described by San José et al. [26], with minor
modifications. The O, production was determined by a chemiluminiscence assay using
lucigenin (5 umol/L) and NADPH (100 pmol/L). The reaction was started by the
addition of a mixture of lucigenin and NADPH to the protein sample in a final volume

of 300 pL. Chemiluminescence was determined every 2.4 seconds for 5 min in a
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Berthold tube luminometer (Berthold Detection System, Sirius, Pforzheim, Germany).
A buffer blank was subtracted from each reading and the value of the area under the
curve was used to quantify chemiluminescence. Data are expressed as counts per second

(count/s).

Proliferation assay

For proliferation assays, cells were seeded in 24-well plates at a density of 2.5 10*
cells/well. After 24 h, cells were starved for additional 24 h in DMEM supplemented
with 0.1% BSA. Cells were stimulated with IL-1B (10 ng/mL) for 24 h with or without
18 h pretreatment with pioglitazone and apocynin or 1 h pretreatment with lactacystin.
Cells grown in DMEM supplemented with 10% FBS for 24 h were used as positive
control. After this period, cells were washed with PBS, fixed with 1% glutaraldehyde
for 10 min and stained for 30 min with 1% crystal violet dissolved in 10% ethanol.
After washing and drying, crystal violet was extracted with 10% acetic acid.
Absorbance was measured with a spectrofluorimeter (Spectrafluor Plus) using an
excitation wavelength of 595nm (Abssgs). Data are expressed as relative Abssgs values

obtained in control starved cells.
Statistical analysis and drugs

Results are expressed as mean + SEM. n denotes the number of different cultures used
for the experiments. Each culture is obtained from three different animals. Statistical
analysis was done by using paired Studentt test or one-way ANOVA followed by

Bonferroni test. Values were considered to be significant when P<0.05.

IL-1B8, H,O,, DCFH-DA, lactacystin, rosiglitazone, lucigenin, NADPH, catalase and

crystal violet were obtained from Sigma Chemical, Co, apocynin and tempol from
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Fluka-Sigma Chemical (Seelze, Germany), DHE from Molecular Probes™, Invitrogen
and 15d-PGJ, from Calbiochem (Darmstadt, Germany). Pioglitazone was generously

supplied by Lilly Spain.
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Results

IL-1B-induced COX-2 expression is dependent of ROS production

Treatment of VSMC from SHR with IL-1p (10 ng/mL, 2-24 h) time-dependently
increased COX-2 protein expression (Fig. 1a). At 24 h, IL-1p increased both COX-2
protein (Fig. 1b) and mRNA levels (Fig. 1c). In VSMC from WKY, IL-1B also
increased COX-2 expression; however, this increase was lower to that found in SHR
both for mRNA (relative expression vs control, WKY: 1.18 + 0.07, n=11; SHR: 1.54 +
0.13, n=16, P<0.05) and for protein expression (relative expression vs control, WKY:

1.52 + 0.34, n=7; SHR: 3.79 £ 0.69, n=16, P<0.05).

In VSMC from SHR, IL-1p also increased protein expression and mRNA levels of the
NOX-1 subunit of NADPH oxidase (Fig. 2a) as well as the NADPH oxidase-dependent
O, production (Fig. 2b); in agreement, DHE staining and DCF fluorescence
demonstrated that IL-1p significantly increases ROS generation in this strain (Fig. 2c
and 2d); in VSMC from WKY, IL-1p did not modify ROS production (relative
increases in DCF fluorescence intensity SHR: 2.67 + 0.45, n=7; WKY: 1.04 + 0.04,
n=17, P<0.05). DCF fluorescence in SHR was reduced by the NADPH oxidase inhibitor

apocynin (30 umol/L, Fig. 2d).

Since oxidative stress induced by IL-1 was greater in cells from SHR than WKY, we
next focused on the effects of ROS scavengers and PPARy agonists on the IL-1j-
induced COX-2 expression in cells from SHR. The levels of both COX-2 protein and
MRNA induced by IL-13 were reduced by apocynin and catalase (1000 U/mL) (Fig.

2e). The SOD mimetic tempol (10 umol/L) also reduced IL-1pB-induced COX-2 protein
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expression (relative COX-2 expression 0.59 + 0.11, n= 5, P<0.05). Furthermore, its
combination with catalase did not further reduce COX-2 expression (relative COX-2
expression 0.43 + 0.19, n=5, P>0.05). All together these results suggest that ROS
participate in COX-2 expression induced by IL-1B in VSMC from SHR. In addition,
H20, (1-50 umol/L, 90 min) concentration-dependently increased COX-2 protein (Fig.
2f). H,0, (50 umol/L) also increased COX-2 mRNA levels (Fig. 29g); the H,O,-induced

COX-2 expression was abolished with catalase (1000 U/mL, results not shown).

PPARY activation downregulates IL-1B-induced COX-2 expression by interfering

with ROS production

Pretreatment of VSMC for 18 h with the PPARYy agonists pioglitazone (1-30 umol/L),
rosiglitazone (1-30 umol/L) and 15d-PGJ, (0.1-10 umol/L) concentration-dependently
reduced IL-1B-induced COX-2 protein expression (Fig. 3a). Pioglitazone (10 pumol/L)
also reduced the IL-1B-induced COX-2 mRNA levels (Fig. 3b). Besides the effect on
COX-2, pioglitazone further increased the PPARy mRNA levels induced by IL-1p (Fig.
3c). To further confirm the association between PPARy and COX-2, VSMC were
treated with a specific siRNA against PPARy. The siRNA treatment successfully
downregulated the PPARy mRNA expression (Fig. 3d), while the non-specific SiRNA
did affect neither PPARy (0.91 + 0.20, n=6, P>0.05) nor COX-2 expression (1.04 +
0.23, n=6, P>0.05). After siRNA treatment, there was a significant increase in COX-2
mRNA (Fig. 3e). Pioglitazone also increased IL-1B-induced PPARy mRNA levels after
SIRNA treatment (Fig. 3d), while the COX-2 mRNA levels were similar to those

observed in the presence of IL-1pB alone but lower than levels observed by IL-1p after
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PPARy siRNA (Fig. 3e). All together, these results suggest that PPARYy activation

downregulates I1L-1p-induced COX-2 expression.

Treatment of cells with pioglitazone also reduced the increased IL-1p-induced NOX-1
protein expression and mRNA levels (Fig. 4a), the NADPH oxidase activity (Fig. 4b)
and the subsequent ROS production (Fig. 4c and 4d). Moreover, after PPARy SiRNA
transfection, NOX-1 mRNA levels were increased (Fig. 4e). These results suggest that
PPARy activation decreases ROS production by mechanisms dependent of NADPH
oxidase regulation and this mechanism may contribute to the reduction of COX-2
expression. In addition, pioglitazone also reduced COX-2 expression induced by 50

umol/L H,0, (Fig. 4f).

We also analyzed the possible effect of PPARy agonists on antioxidant defences. 1L-13
increased Cu/Zn-, Mn- and EC-SOD protein expression. Pioglitazone further increased
Cu/Zn- and Mn-SOD protein expression observed in the presence of IL-1p, but did not

modify the EC-SOD expression (Fig. 5).

The effect of pioglitazone on IL-1B-induced COX-2 expression is mediated by

interference with NF-xB

Pretreatment with the proteasome inhibitor lactacystin (5 umol/L) prevented either IL-
1B- (Fig. 6a) or H,0O,-induced COX-2 expression (relative H,O,-induced COX-2 protein
expression in the presence of lactacystin: 0.72 + 0.07, n=9; P<0.05). On the other hand,
IL-1B increased the nuclear expression of the p65 NF-kB subunit; this effect was
prevented by apocynin and pioglitazone (Fig. 6b); the combination of apocynin plus

pioglitazone induced a similar effect to that apocynin alone (apocynin: 0.86 + 0.02, n=4;
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apocynin plus pioglitazone: 0.86 + 0.09, n=4, P>0.05). IL-1pB also increased p-IKK
expression; both apocynin and pioglitazone reduced this effect (Fig. 6¢). These results
suggest that IL-1p induces NF-kB activation through ROS. This NF-kB activation in
turn, participates in IL-1p-induced COX-2 expression. In addition, pioglitazone inhibits

IL-1B-induced COX-2 expression by interfering with the NF-«xB activation.

Since alterations in NF-xB activation are often related to changes in the cell
proliferation rate, we aimed to determine whether the inhibitory effect of pioglitazone
on ROS production and NF-xB activation observed after IL-1B exposure could be
related with changes in VSMC proliferation. In our experimental settings, IL-1p
increased VSMC proliferation (Abssgs=1.89 + 0.30, n=4; P<0.05), and the treatments
with lactacystin (Abssgs=1.09 + 0.39, n=4; P<0.05), pioglitazone (Abssgs=1.33 + 0.23,
n=4; P<0.05) and apocynin (Absses=0.97 + 0.17, n=4; P<0.05) prevented that increase.
These results suggest that NF-xB, likely activated by ROS, contributes to IL-1B-

induced cell proliferation and that pioglitazone interferes with these mechanisms.
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Discussion

The major finding of the present study was that the cytokine IL-13 induces COX-2
expression in VSMC from hypertensive rats by ROS generation and that the PPARy
agonist pioglitazone reduces this expression by interfering with the redox-sensitive
transcription factor NF-xB. These findings provide new insights into the mechanisms

involved in the anti-inflammatory and cardioprotective effects of PPARy agonists.

COX catalyzes the rate-limiting step in the formation of prostanoids, important
mediators of the inflammatory response. In healthy blood vessels, most prostanoids are
formed by COX-1; however, these mediators may also be synthesized by COX-2 after
exposure to inflammatory agents such as lipopolysaccharide or cytokines [9, 10]. COX-
2 is increased in pathological conditions involving inflammatory processes such as
hypertension [15-17]. Hypertension is associated with elevated levels of circulating
proinflammatory cytokines [12-14], which may modify the regulation of vascular tone
during this pathology. IL-1B is a key player in the local and systemic inflammatory
response. In VSMC from hypertensive rats, IL-1p treatment increased COX-2
expression at both protein and mRNA levels, as shown by other authors in different
tissues [27, 28]. This increase was greater in cells from hypertensive than normotensive
rats. COX-2 activation by proinflammatory cytokines would contribute to the
inflammatory process and to the vascular alterations found in hypertension. Thus, we
and others have described that the increased COX-2 expression observed in vessels
from hypertensive rats is responsible for the increased contractile prostanoid production
and its participation in vasoconstrictor responses as well as for the endothelial

dysfunction described in hypertensive or aged animals [15, 29].
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Hypertension has also been associated to increased oxidative stress [13]. In several cell
types, including vascular cells, it has been described that O, or H,O, might be involved
in IL-1B signalling [30]. The source of ROS varies between different cell types, being
NADPH oxidase the most probable in vascular cells [31, 32]. In our experimental
conditions, IL-1 increased the NADPH oxidase activity, induced the expression of the
NOX-1 subunit of NADPH oxidase and increased the O,~ production in VSMC from
SHR. In addition, only in cells from hypertensive animals, an augmented production of
H,0O,, sensitive to apocynin, was observed after IL-1p treatment. Similar results have
been obtained in cat lower esophageal sphincter circular muscle [20], and suggest a role
of NADPH oxidase in the formation of H,O,. However, although NADPH oxidase can
produce H,0O; as its initial product [33], most H,O, is derived from dismutation of Oy~

by SODs.

Oxidative stress has been reported to induce the expression and activation of COX-2.
Thus, a relationship between COX-2 expression and NADPH oxidase activity has been
suggested after exposure to several stimuli [19-21]. Herein, we demonstrate in VSMC
from hypertensive rats that IL-1B-induced COX-2 expression is mediated, at least
partially, by ROS generation. This is supported by the following results: 1) as
mentioned, IL-1p increased NOX-1 expression, NADPH oxidase activity and
intracellular O, and H,O, production; 2) the NADPH inhibitor apocynin, the SOD
mimetic tempol, the H,O, scavenger catalase and its combination with tempol reduced
IL-1B-induced COX-2 expression; and 3) exogenously added, H,O, induced COX-2
expression. Recently, it has been described that apocynin reduces ROS availability

through its antioxidant properties independent of its ability to inhibit NADPH oxidase
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[34]. Of interest, we found that ROS are involved in the IL-1B-induced COX-2
expression in cells from SHR, although we do not know the exact mechanism of

apocynin in our experimental model.

PPARy regulates a variety of physiological processes, including adipogenesis and
glucose metabolism [4, 5]. In addition, several studies have demonstrated that PPARy
ligands suppress inflammatory gene expression. This effect may not involve direct
DNA binding, but interaction with transcription factors such as the redox-sensitive
transcription factors AP-1 and NF-xB [2, 35], some of them being necessary for COX-2
transcription [11]. It has been widely shown that PPARYy agonists reduce the increased
COX-2 in several inflammatory models [22-24, 36, 37], although in some conditions
increased COX-2 expression has also been described [38, 39]. In VSMC from SHR we
found that pioglitazone as well as rosiglitazone and 15d-PGJ; reduced the increased IL-
1B-induced COX-2 expression. Furthermore, specific downregulation of PPARy by
siRNA increased COX-2 mRNA levels, suggesting that PPARYy interferes with COX-2
expression. In addition, pioglitazone further increased the expression of PPARy induced
by IL-1B, even after SiIRNA treatment. These results would explain why COX-2 levels
were also reduced by pioglitazone after PPARy SiRNA treatment. Other investigators
have also found increased PPARY expression using rosiglitazone and pioglitazone [40,
41] and suggest that the upregulated PPARy may contribute to the anti-inflammatory

properties of glitazones and then contribute to the reduction of COX-2 expression.

It has been suggested that PPARy agonists inhibit oxidative stress and this effect might
participate in the cardioprotective effect of these compounds [1]. Thus, PPARYy ligands

reduce the vascular NADPH oxidase expression and O, production [7, 8]. We observed
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that pioglitazone decreased the IL-1B3-induced NOX-1 expression and NADPH oxidase
activity as well as the intracellular ROS production, confirming that PPARy agonists
decrease oxidative stress in VSMC from SHR. The fact that PPARy siRNA increased
IL-1B-induced NOX-1 expression further corroborates this possibility. Our results are in
agreement with reports showing that rosiglitazone decreased NADPH oxidase activity

in hypertension models [42, 43] and that pioglitazone protected against hypertensive

cardiovascular damage by reducing ROS production [44].

Reduction of oxidative stress by PPARy ligands is also associated with increases in
antioxidant defences; thus, augmented expression and/or activity of SOD has been
described [7, 8, 43]. We observed increased expression of Cu/Zn-, Mn- and EC-SOD
after IL-1p3, probably as a compensatory mechanism. Other authors have also described
the ability of proinflammatory stimuli to increase antioxidant mechanisms [45, 46]. In
addition to the reduction of IL-1B-induced intracellular ROS production, pioglitazone
further increased protein expression of both intracellular Cu/Zn- and Mn-SOD, but not
of extracellular SOD. The induction of SODs by pioglitazone would increase the
dismutation of O," to generate H,O,, which contributes to the IL-1p-induced COX-2
expression. However, pioglitazone treatment also reduced the increased O, and H,0,
production induced by IL-1B, probably by downregulating NADPH oxidase, thus
confirming its antioxidant properties. Furthermore, pioglitazone also reversed the

increased expression of COX-2 induced by exogenous H,0,.

NF-«xB is a ubiquitous family of transcription factors controlling cell proliferation and
migration [47] as well as the expression of genes involved in inflammatory response,

such as COX-2 [11]. NF-«B consists of dimers composed of the p65 and the p50 or p52
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subunits. In resting cells, NF-kB is sequestered in the cytoplasm by association with its
inhibitory proteins IxBs. After stimulation, the IxB kinase (IKK) complex is activated
and phosphorylates 1kB, which is then ubiquitinated and degraded by the proteasome,
leading NF-xB to be translocated into the nucleus and to exert its function as
transcription factor. To analyze the involvement of NF-xB in IL-1B-induced COX-2
expression, we used lactacystin, a natural non peptidic proteasome inhibitor commonly
employed to analyze the involvement of NF-xB pathway. Lactacystin inhibits 26S
proteasome activity by covalently binding to the threonine placed in the N-terminal part
of its proteolytic subunit; this avoids IxB degradation and, in last term, retains NF-«B
heterodimer in the cytoplasm [48, 49]. The induction of COX-2 by both IL-1f and H,0,
was prevented by lactacystin, suggesting that COX-2 induction by cytokines and/or
oxidative stress is dependent of the NF-xB pathway activation. Accordingly, IL-1
increased the nuclear expression of p65 NF-kB subunit and the expression of p-IKK,
effects which were prevented by apocynin and pioglitazone treatment. IL-1p-induced
NF-kB activation had a functional role since proliferation rate induced by IL-1p was
prevented by NF-«B and ROS blockade in VSMC from SHR. In addition, PPARy
activation also prevented IL-1p-induced cell proliferation, in agreement to that found by
Zhang et al. [50]. Other authors have suggested that H,O,, by NF-kB translocation to
the nucleus, causes upregulation and increased COX-2 protein expression and activation
[51]. Then, the reduction of H,O,-induced COX-2 expression by pioglitazone would be
explained by trans-repression mechanisms interfering with the NF-xB signalling

pathway.
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In conclusion, the present study shows that PPARYy activation with pioglitazone reduced
IL-1B-induced cell proliferation as well as COX-2 expression. The proposed
mechanisms involved in this inhibitory effect would be the following: 1) inhibition of
NOX-1 expression and consequent reduced production of both O, and H,0O,; 2)
interference with the effect of ROS on COX-2 expression; 3) increase in the
detoxificant enzymes SODs; 4) decrease in the NF-xB redox-sensitive activity induced
by IL-1B. Of interest, pioglitazone also increases the IL-1B-induced PPARY expression,
which would contribute to the anti-inflammatory properties of this glitazone and to the
reduction of COX-2. The interference of NF-xB activity and the subsequent COX-2
expression reduction by pioglitazone, would contribute to the cardioprotective effect of
PPARy agonists in inflammatory processes such as described in the hypertensive

pathology.
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Figure legends

Fig. 1. (a) Representative blot showing the effect of IL-1p (10 ng/mL; 2-24 h) on COX-
2 protein expression. (b) COX-2 protein expression and (c) MRNA levels in rat aortic
VSMC untreated (control) or treated with IL-1p (24 h). Results are expressed as relative

expression of protein or MRNA compared to control. *P< 0.05. n=16 to 30.
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Fig. 2. (a) Effect of IL-1p (10 ng/mL; 24 h) on NOX-1 protein expression (upper panel)
and mRNA levels (lower panel); results are expressed as relative mRNA levels
compared to control. (b) Effect of IL-1 on NADPH oxidase-dependent O,~ production
evaluated by chemiluminescence. (c) Representative fluorescent photomicrographs
(upper panels) and quantitative analysis (lower panel) of confocal microscopic sections
of VSMC of IL-1p effect on O, production. Image size 375x375 pm. Images were
captured with a fluorescence confocal microscope x40 oil immersion objective, zoom 1.
(d) Quantitative analysis of H,O, production in cells untreated (control) and treated with
IL-1B in the absence and presence of apocynin (APO, 30 umol/L). Results of
fluorescence are expressed as increases in intensity above the control value. (e) Effect of
APO and catalase (CAT, 1000 U/mL) on IL-1B-induced COX-2 protein expression
(upper panel) and mRNA levels (lower panel). (f) Representative blot of the effect of
H.0, (1-50 umol/L; 90 min) on COX-2 protein expression. (g) Effect of H,O, (50
umol/L, 90 min) on COX-2 mRNA levels; results are expressed as relative mRNA

levels compared to control. *P<0.05 vs control, "P<0.05 vs IL-1B. n=4 to 14.
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Fig. 3. (a) Representative blots showing the effect of 18 h treatment with pioglitazone
(1-30 umol/L), rosiglitazone (1-30 umol/L) and 15d-PGJ, (0.1-10 umol/L) on COX-2
protein expression induced by IL-1B (10 ng/mL; 24 h) in VSMC from SHR. (b)
Quantitative RT-PCR assessment of the effect of pioglitazone (PIO, 10 umol/L) on the
IL-1B-induced COX-2 mRNA levels. (c) Effect of IL-1 on the PPARYy mRNA levels in
the absence and presence of PIO; results are expressed as relative mRNA levels
compared to control. Effect of PPARy siRNA (5 nmol/L) in the absence and presence of
P1O on PPARy (d) and COX-2 (e) mRNA levels after IL-13 in VSMC; results are
expressed as the relative expression of mMRNA compared to IL-1p. *P<0.05 vs control,

"P<0.05 vs IL-1B, # P<0.05 vs siRNA. n=3 to 17.
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Fig. 4. (a) Effect of pioglitazone (P10, 10 umol/L) on NOX-1 protein expression (upper
panel) and mRNA levels (lower panel) induced by IL-13 (10 ng/mL; 24 h); results are
expressed as relative mRNA levels compared to IL-1B. (b) Effect of PIO on IL-1B-
induced NADPH oxidase-dependent O, production evaluated by chemiluminescence.
(c) Representative fluorescent photomicrographs (upper panels) and quantitative
analysis (lower panel) of confocal microscopic sections of VSMC of PIO effect on the
IL-1B-induced O," production. (d) Effect of PIO on IL-1B-induced H,O, production.
Results are expressed as fluorescence intensity with respect to IL-1p. () Effect of
PPARy siRNA (5 nmol/L) on IL-1B-induced NOX-1 mRNA levels; results are
expressed as relative mRNA levels compared to IL-18. (f) Representative western blot
and densitometric analysis of the effect of PIO on COX-2 protein expression induced by
H,O, (50 umol/L, 90 min). Results are expressed as protein expression compared to

H»0,. *P<0.05. n=3 to 8.
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Fig. 5. Effect of pioglitazone (P10, 10 umol/L) on (a) Cu/Zn-, (b) Mn- and (c) EC-SOD
protein expression induced by IL-1p (10 ng/mL; 24 h) in VSMC. Representative blots
are shown above. Results are expressed as relative expression compared to control.

*P<0.05 vs control; "P<0.05 vs IL-1B. n=4to 7.
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Fig. 6. (a) Effect of lactacystin (5 umol/L) on COX-2 mRNA levels induced by IL-1
(10 ng/mL; 24 h) in VSMC. Results are expressed as relative mRNA levels compared to
IL-1B. (b) Representative blot of the cytosolic (Cy) and nuclear (Nu) expression of the
p65 NF-«B subunit in control and after IL-1p in the absence and presence of
pioglitazone (P10, 10 umol/L) and apocynin (APO, 30 umol/L). TBP Cy and Nu
expression is also shown to guarantee the successful cellular fractioning. Histograms
show the effect of IL-1p in the absence and presence of PIO and APO on nuclear
expression of the p65 NF-kB subunit. (c) Effect of IL-1p on p-IKK protein expression
in the absence and presence of PIO and APO. Results are expressed as relative

expression compared to control. *P<0.05 vs control; "P<0.05 vs IL-1pB. n=4.
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Summary

Background and purpose: PPARY agonists, glitazones, have cardioprotective and anti-
inflammatory actions associated to gene transcription interference. This study analyzes
if chronic treatment with pioglitazone of adult spontaneously hypertensive rats (SHR)
alters blood pressure and vascular structure and function, and the possible mechanisms
involved.

Experimental approach: Mesenteric resistance arteries from SHR untreated or
pioglitazone-treated (2.5 mg.Kg'.day™', 28 days) and normotensive (WKY) rats were
used. Vascular structure was studied by pressure myography, vascular function by wire
myography, protein expression by western blot and immunohistochemistry, mRNA
levels by RT-PCR, prostanoid levels by commercial kits and reactive oxygen species
(ROS) production by dihydroethidium-emitted fluorescence.

Key Results: In SHR, pioglitazone treatment did not modify either blood pressure or
vascular structural and mechanical alterations or phenylephrine-induced contraction,
although it increased vascular COX-2 levels, PGI, production and the inhibitory effects
of NS 398, SQ 29,548 and tranylcypromine on phenylephrine responses. The contractile
phase of iloprost response, which was reduced by SQ 29,548, was greater in
pioglitazone-treated and -untreated SHR than WKY. In addition, pioglitazone abolished
the increased vascular ROS production, NOX-1 levels and the inhibitory effect of
apocynin and allopurinol on phenylephrine contraction, while did not modify eNOS
expression but restored the potentiatory effect of L-NAME on phenylephrine response.
Conclusions and implications: Pioglitazone treatment, although did not reduce blood
pressure in SHR, increased COX-2-derived PGI, production, reduced oxidative stress,

and increased NO bioavailability, all of them involved on vasoconstrictor responses in
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resistance arteries. These effects would contribute to the cardioprotective effect of

glitazones reported in several pathologies.

Key words: pioglitazone, PPARy, hypertension, resistance arteries, prostacyclin,

oxidative stress, nitric oxide
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Introduction

Peroxisome proliferator-activated receptors y (PPARY) are ligand-activated transcription
factors belonging to the nuclear hormone receptor superfamily that have an important
role on adipocyte differentiation and carbohydrate homeostasis (Leff et al, 2004).
PPARY is expressed in all components of the vascular system including endothelial
cells, vascular smooth muscle cells (VSMC) and monocytes/macrophages (Touyz &
Schiffrin, 2006; Matsumoto et al., 2008), raising the possibility of direct effects of
PPARy activation on vascular tone and blood pressure. PPARy agonists such as
pioglitazone and rosiglitazone have a blood pressure lowering action in patients or
animal models in which hypertension is associated with diabetes or with other factors of
metabolic syndrome, such as obese Zucker fatty rats, high fat diet-induced obesity or
fructose fed rats (Sarafidis & Nilsson, 2006; Chen et al., 2008). However, results on
blood pressure in patients or animal models with neither diabetes nor other factors of
metabolic syndrome are controversial (Diep et al., 2002; Wakino et al., 2005; Llorens et
al., 2007; Nakamura et al., 2007; Shinzato et al., 2007; Chan et al., 2010; Zhang et al.,
2010). Interestingly, several evidences indicate that these agents are able to interfere
with the pathophysiology of target organ damage in hypertension (Dormandy et al.,
2005; Nakamura et al., 2007; Shinzato et al., 2007). On the other hand, associated to
blood pressure reduction, correction of vascular structure abnormalities has also been
described (Diep et al., 2002; Ledingham & Laverty, 2005; Zhang et al., 2010).

The mechanisms responsible of the beneficial effects of PPARy agonists remain
elusive. One attractive hypothesis has been put forward by the fact that these drugs
might act as direct anti-inflammatory agents, regulating the production of
immunomodulatory and inflammatory mediators. Thus, PPARY is able to regulate gene

expression in a DNA-independent fashion by interfering with pro-inflammatory
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transcription factors, such as NF-kB, AP-1 or STAT (Touyz & Schiffrin, 2006).
Inflammation is a key feature in the initiation, progression, and clinical implications of
cardiovascular disorders, including essential hypertension. Thus, increased blood levels
of pro-inflammatory cytokines, vascular cyclooxygenase-2 (COX-2) expression and
oxidative stress together with reduced nitric oxide (NO) availability are well established
hallmarks of hypertension (Briones et al, 2002; Alvarez et al., 2005; Paravicini &
Touyz, 2006; Savoia & Schiffrin, 2007; Virdis et al., 2009). PPARY activation in the
vascular wall inhibits among others, cytokines production, expression of adhesion
molecules and metalloproteinases, and proliferation and migration of VSMC (Touyz &
Schiffrin, 2006). In addition, PPARYy agonists inhibit the expression of several
components of the NADPH oxidase, the main source of superoxide anion (O,") at
vascular level, and the subsequent production of reactive oxygen species (ROS), thus
contributing to the anti-inflammatory and the vascular protective effects of these drugs
(Hwang et al., 2005; Nakamura et al., 2007). In different inflammatory models, it has
been shown that the anti-inflammatory effect of PPARY agonists is related to reduction
of the increased COX-2 expression (Sdnchez-Hidalgo et al., 2005; Collino et al., 2006),
although increased COX-2 expression has been also observed after PPARy activation
(Meade et al., 1999; Ye et al., 2006; Kang et al., 2008).

In the present study we analyze the effect of the treatment of spontaneously
hypertensive rats (SHR) with pioglitazone on blood pressure and on the structural,
mechanical and functional properties of mesenteric resistance arteries (MRA). In addition
the role of COX-2-derived prostanoids, NO and ROS in phenylephrine responses was also

analyzed.
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Methods

Animals

The investigation conforms to the current Spanish and European laws (RD 223/88
MAPA and 609/86). Six-month old male normotensive Wistar Kyoto (WKY) and SHR
rats, obtained from colonies maintained at the Animal Quarters of the Facultad de
Ciencias de la Salud of the Universidad Rey Juan Carlos (ES280920000023), were
used. SHR were divided into two groups: control (receiving vehicle) and rats treated
with the PPARy agonist pioglitazone (2.5 mg.Kg'.day, for 28 days suspended in 0.5%
methylcellulose and administered in drinking water). This dose has been reported to
achieve a concentration equivalent to that reported in humans who were administered 15
mg dose of pioglitazone (Ishibashi et al., 2002). Systolic blood pressure was weekly
measured using tail cuff plethysmography. Rats were euthanized by decapitation and the
mesenteric arcade was removed and placed in Krebs Henseleit solution (KHS) of the
following composition (in mM): NaCl 115.0; KCl 4.7; CaCl, 2.5; KH,PO4 1.2;
MgS0,4.7H,0 1.2; NaHCO3 25.0; glucose 11.1 and Na,EDTA 0.01, maintained at 4°C
and continuously gassed with 95% O, and 5% CO,. Segments of third order branches of
the mesenteric artery were dissected free of fat and connective tissue and used for
vascular structure and function studies as well as O, production. The second and third
order branches were used to analyze the prostanoids production, mRNA levels and
protein expression.

Blood samples were collected in tubes containing 15% K3EDTA as
anticoagulant (BD Vacutainer Systems, Preanalytical Solutions, Plymouth, UK) and
placed in ice. Blood samples were centrifuged at 1500xg for 15 min at 4°C. The
obtained plasma was frozen at -20°C and kept at -70°C until used to determine

malondialdehyde (MDA) concentration.
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Pressure myography

The structural and mechanical properties of MRA were studied with a pressure
myograph (Danish Myo Tech, Model P100, J.P. Trading I/S, Aarhus, Denmark).
Vessels were placed on two glass microcannulae and secured with surgical nylon
suture. After any small branches were tied off, vessel length was adjusted so that the
vessel walls were parallel without stretch. Intraluminal pressure was then raised to 140
mmHg and the artery was unbuckled by adjusting the cannulae. The segment was then
set to a pressure of 70 mmHg and allowed to equilibrate for 60 min at 37°C in calcium-
free KHS (0Ca”*; omitting calcium and adding 1 mM EGTA) intra and extra-vascular
perfused gassed with a mixture of 95% O, and 5% CO,. Intraluminal pressure was
reduced to 3 mmHg. A pressure-diameter curve was obtained by increasing intraluminal
pressure in 20 mmHg steps between 3 and 140 mmHg. Internal and external diameters
were continuously measured under passive conditions (Djpca, Deoca) for 3 min at each
intraluminal pressure. The final value used was the mean of the measurements taken
during the last 30 seconds when the measurements reached a steady state. Finally, the
artery was set to 70 mmHg in 0Ca**-KHS, pressure-fixed with 4% paraformaldehyde
(PFA, in 0.2 M phosphate buffer, pH 7.2-7.4) at 37°C for 60 min and kept in 4% PFA at

4°C for confocal microscopy studies.

Calculation of passive structural and mechanical parameters. From internal and

external diameter measurements in passive conditions the following structural and

mechanical parameters were calculated:
Wall thickness, WT :(DeOCa‘DiOCa)/ 2
Cross sectional area, CSA = (1/4) x (Deoca-Dioca’)

Wall:lumen :(DeOCa'DiOCa)/ 2Di0Ca
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Incremental distensibility represents the percentage of change of the arterial
internal diameter for each mmHg change in intraluminal pressure and was calculated

according to the formula:
Incremental distensibility = ADjoc, /( Dioca X AP) x 100.

Circumferential wall strain (€) = (Djoca -Dooca)/Dooca, Where Dggc, is the internal
diameter at 3 mmHg and Djoc, is the observed internal diameter for a given intravascular

. 2. .
pressure both measured in 0Ca”" medium.

Circumferential wall stress (6) = (P X Djoca)/(2WT), where P is the intraluminal
pressure (1 mmHg = 1.334 x 10° dynes/cmz) and WT is wall thickness at each intraluminal

pressure in 0Ca**-KHS.

Arterial stiffness independent of geometry is determined by the Young’s elastic
modulus (E=stress/strain). The stress-strain relationship is non-linear; therefore, it is more
appropriate to obtain a tangential or incremental elastic modulus (E;j,.) by determining the
slope of the stress-strain curve (Ej,:=00/0¢). Ej,c was obtained by fitting the stress-strain
data from each animal to an exponential curve using the equation: ¢ = Gorigeﬁg, where Goig
is the stress at the original diameter (diameter at 3 mmHg). Taking derivatives on the
above equation we see that E;,.=fc. For a given ¢ value, Ej, is directly proportional to f.

An increase in f implies an increase in Ei, which means an increase in stiffness.
Confocal microscopy study of nuclei distribution

Pressure fixed intact arteries were incubated with the nuclear dye Hoechst 33342 (0.01
mg/ml) for 15 min. After washing, the arteries were mounted on slides with a well
made of silicon spacers to avoid artery deformation. They were viewed using a Leica
TCS SP5 confocal system fitted with an inverted microscope and Argon and Helium-

Neon laser sources with oil immersion lens (x40) (Ex 351-364 nm and Em 400-500
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nm). At least two serial optical sections (stacks of images) of 0.5 um thick serial optical
slices were taken from the adventitia to the lumen in different regions along the artery
length. Thereafter, individual projections of the vessel were reconstructed with
Metamorph image analysis software (Molecular Devices Corp. Downingtown, PA,

USA) and transversal view of the stack was obtained.

The total wall thickness occupied by the different cell types was measured in the
z-axis, as previously described (Arribas et al., 2007) with some modifications. Briefly,
by using Metamorph software we measured the fluorescence intensity of stained nuclei.
We then considered the first plane of the adventitia as the one with the maximum
intensity on the first adventitial cell. Similarly, the last plane of the intima was
considered to be that which showed the last endothelial nucleus at its maximum

intensity.

Reactivity experiments

Ring segments, 2 mm in length, were mounted in a small vessel dual chamber
myograph for measurement of isometric tension (Briones et al, 2002). Segment
contractility was tested by an initial exposure to a high K* solution (120 mM K"-KHS,
which was identical to KHS except that NaCl was replaced by KCI on an equimolar
basis). The response to K*™-KHS was similar (P > 0.05) in arteries from the three groups
(WKY: 3.3 + 02 mN.mm', n = 30; SHR: 3.2 + 0.1 mN.mm"', n = 45; SHR
pioglitazone: 3.1 + 0.1 mN.mm™', n = 38). The presence of endothelium was determined
by the ability of 10 uM acetylcholine to relax arteries precontracted with phenylephrine
at a concentration that produce approximately 50% of the contraction induced by K*-
KHS in each case. Thereafter, a cumulative concentration-response curve to
phenylephrine (0.1-30 pM) was performed. The effects of NS 398, SQ 29,548, SC

19220, RO 1138452, SQ 29,458 plus RO 1138452, furegrelate, tranylcypromine,
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apocynin, allopurinol and N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) were analyzed by
their addition 30 min before the phenylephrine concentration-response curve. In some
experiments, the endothelium was mechanically removed and the concentration-
response curve to phenylephrine was performed in the absence and the presence of NS
398 and SQ 29,548. Endothelium removal was assessed by the inability of 10 puM
acetylcholine to produce vasodilatation. In other set of experiments, iloprost (1 uM) was
added to arteries precontracted with phenylephrine at a concentration that produce
approximately 50% of the contraction induced by K*-KHS in each case. The effects of
SQ 29,548, SC 19220 and RO 1138452 on the iloprost-induced response were analyzed
by their addition 30 min before iloprost.

Vasoconstrictor responses were expressed as a percentage of the tone generated
by K*-KHS. Vasodilator responses were expressed as a percentage of the previous tone
in each case. To compare the effect of drugs on the response to phenylephrine in
segments from different groups, results were expressed as differences of area under the
concentration-response curves (dAUC) in control and experimental situations. AUCs
were calculated from the individual concentration-response curve plots using a
computer program (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, USA); the differences

were expressed as a percentage of the AUC of the corresponding control situation.

Protein expression determination by Western blot

Protein expression was determined in homogenates from the mesenteric arteries
obtained in ice-cold Tris-EDTA buffer (in mM: Tris-50, EDTA-1.0, pH=7.4). Proteins
[5 pg protein for Cu/Zn- and Mn-superoxide dismutase (SOD), 20 pg protein for EC-
SOD and endothelial NO synthase (eNOS) and 40 pg protein for COX-2] were
separated by 7.5% (eNOS), 10% (COX-2) or 12% (Cu/Zn-, Mn- and EC-SOD) SDS-

PAGE. Proteins were transferred to polyvinyl difluoride membranes that were incubated
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with rabbit polyclonal antibodies for COX-2 (1:200; Cayman Chemical; Ann Arbor,
MI, USA), Cu/Zn-SOD (0.1 pg/ml, StressGen Bioreagents Corp, Victoria, Canada),
Mn-SOD (0.05 pg/ml, StressGen Bioreagents Corp) or EC-SOD (10 pg/ml, StressGen
Bioreagents Corp) and with mouse monoclonal antibody (1:1,000) for eNOS detection
(Transduction Laboratories, Lexington, UK). After washing, membranes were incubated
with anti-rabbit (1:2,000, Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA) or antimouse
(1:5,000, StressGen Bioreagents Corp) IgG antibody conjugated to horseradish
peroxidase. The immunocomplexes were detected using an enhanced horseradish
peroxidase-luminol chemiluminiscence system (ECL Plus, Amersham International;
Little Chalfont, UK) and subjected to autoradiography (Minolta Film, Konica Minolta,
Wayne, USA). Signals on the immunoblot were quantified using the NIH Image
computer program (US, version 1.56). The same membrane was used to determine o-
actin expression using a mouse monoclonal anti-a-actin-antibody (1:300,000, Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, USA).

Data of protein expression are expressed as the ratio between signals on the
immunoblot corresponding to the studied protein and that of a-actin. To compare the
results for protein expression, we assigned a value of 1 to the expression of arteries

from WKY rats.

mRNA levels determination by gRT-PCR assay

COX-2, IP receptor, TP receptor, NOX-1, NOX-2, p47phox, catalase and
PPARy mRNA levels were determined in mesenteric arteries. Total RNA was obtained
by using TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A total of 1 pg of
DNAse I treated RNA was reverse-transcribed into cDNA using the High Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a 50 pl reaction.

PCR was performed in duplicate for each sample using 0.5 ul of cDNA as template, 1x
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TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) and 20x of Tagman Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, COX-2: Rn00568225_ml; IP receptor:
Rn01764022_m1; TP receptor: Rn00690601_m1; NOX-1: Rn00586652_m1; p47phox:
Rn00586945_m1; catalase: Rn00560930_m1; PPARy: Rn00440945_ml) or specific
primers for NOX-2: (forward CCAGTGAAGATGTGTTCAGCT; reverse
GCACAGCCAGTAGAAGTAGAT) purchased to Sigma-Aldrich and Fast Start
Universal SYBR Green Master (Rox) in a 20 pl reaction. For quantification,
quantitative RT-PCR was carried out in an ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, from the CAT of Universidad Rey Juan Carlos) using the
following conditions: 2 min 50°C, 10 min 95°C and 40 cycles: 15 s 95°C, 1 min 60°C.
As a normalizing internal control we amplified 3, microglobulin (Rn00560865_m1). To
calculate the relative index of gene expression, we employed the 2724 method (Livak

& Schmittgen, 2001) using WKY or untreated SHR as calibrator.

Measurement of Prostaglandin F,, Prostacyclin and 8-isoprostane

production

The levels of 13,14-dihydro-15-keto-PGF,,, the metabolite of PGF,,, 6-keto-PGF,, the
metabolite of prostacyclin (PGI,), and 8-isoprostane were measured in the incubation
medium after completion of the phenylephrine concentration-response curves, using
enzyme immunoassay commercial kits (Cayman Chemical). The medium was frozen in
liquid nitrogen, kept at -70°C until analysis and processed following the manufacturer

instructions.

In situ detection of vascular superoxide anion production

The oxidative fluorescent dye dihydroethidium was used to evaluate O, production in

situ, as previously described (Garcia-Redondo et al., 2009). 14 um frozen cross sections
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were incubated in a humidified chamber for 30 min in Krebs HEPES solution (in mM:
119 NaCl, 20 HEPES, 1 MgSQy, 0.15 Na,HPOy, 4.6 KCI, 0.4 KH,PO,, 5 NaHCOs3, 1.2
CaCl,, 11.1 glucose, pH 7.4) at 37°C, and then incubated for 30 min in Krebs HEPES
solution containing dihydroethidium (10 uM) in the dark. Each day of experiment,
images of the 3 different experimental conditions (WKY and pioglitazone-treated and
untreated SHR) were taken with a fluorescent laser scanning confocal microscope
(Leica TCS SP2) using a x40, objective with the 568 nm/600-700 nm

excitation/emission filter always using the same imaging settings.

Measurement of MDA production

Plasmatic MDA levels were measured by a modified thiobarbituric acid (TBA) assay, as

previously described (Alvarez et al., 2007).

Statistical analysis and drugs

€6_L%%

All values are expressed as mean + SEM. “n” represents the number of animals used in
each experiment. The maximum response (Emax) and pD, values were calculated by a
non-linear regression analysis of each individual concentration-response curve using
GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA). Results were analyzed by using
Student’s t-test or two way ANOVA followed by a Bonferroni’s post hoc test.
Probability value of less than 5% was considered significant.

Phenylephrine, acetylcholine, SC 19220, furegrelate, tranylcypromine, L-NAME
were obtained from Sigma Chemical, Co. NS 398 was obtained from Calbiochem-
Novabiochem GmbH (Bad Soden, Germany), allopurinol from Research Biochemicals
Incorporated (Natick, MA, USA), apocynin from Fluka-Sigma Chemical (Seelze,
Germany) and SQ 29,548, RO 1138452 and iloprost from Cayman Chemical.

Pioglitazone was generously supplied by Takeda-Lilly Spain.
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Results

Pioglitazone treatment (2.5 mg.Kg'.day”, 28 days) of SHR did not modify either
systolic blood pressure (before: 200.9 + 3.2, after: 199.9 £ 1.7 mmHg, n = 17; P > 0.05)

or body weight (results not shown).

Effect of pioglitazone treatment on vascular remodelling and stiffness
Mesenteric resistance arteries from hypertensive rats showed lower external (Figure 1A)
and internal (Figure 1B) diameters compared to normotensive rats; pioglitazone
treatment did not affect any of these parameters (Figure 1). Similar results were
obtained when internal diameter was measured using the wire myograph; MRA from
SHR showed diminished internal diameter (WKY: 270.2 + 4.8 um, n = 30; SHR: 241.2
+ 2.9 um, n = 45; P < 0.05) which was not modified by pioglitazone treatment (243.8 +
1.2 pm, n = 38; P > 0.05). However, wall:lumen ratio was greater in arteries from SHR
and unaffected by pioglitazone (Figure 1C). Transversal confocal projections of the
whole vascular wall of arteries also showed increased wall thickness in the SHR vessels
(WKY: 3042 + 1.47 um, n = 5; SHR: 37.94 + 1.47 ym, n = 5; P < 0.05) that was
unaffected by pioglitazone treatment (39.72 + 3.72 um, n = 6; P > 0.05; Figure 1D).
Vessels from SHR rats showed decreased elasticity, as shown by the larger value
of B (WKY:4.75+0.20, n = 8; SHR: 8.57 £ 1.02, n = 8; P < 0.05), and a leftward shift
of the stress-strain relationship (Figure 1E). Incremental distensibility was also smaller
in MRA from SHR (Figure 1F). Pioglitazone treatment did not affect any of the
parameters studied (Figures 1E and 1F). Thus, B value was similar in arteries from

pioglitazone-treated (8.36 = 0.71; n = 9; P > 0.05) and untreated SHR rats.
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Effect of Pioglitazone treatment on the participation of COX-2-derived
prostanoids in phenylephrine contraction

The mRNA levels of PPARy were lower in mesenteric arteries from hypertensive than
normotensive rats; after pioglitazone treatment of SHR, these levels were greatly
increased (Figure 2A). On the other hand, we have previously described that COX-2
protein expression was greater in MRA from SHR than WKY (Briones et al., 2002);
herein, we have confirmed these results and we have also observed increased COX-2
mRNA levels in SHR compared to WKY (Figure 2B). After pioglitazone treatment,
both COX-2 protein and mRNA levels were increased (Figure 2B).

The endothelium-dependent vasodilator response induced by acetylcholine (10
uM) was reduced in MRA from SHR (WKY: 91.4 + 0.9%, n =30; SHR: 78.3 £ 1.1%, n
=45; P < 0.05); the treatment with pioglitazone improved this response, although it was
still lesser than the observed in arteries from normotensive rats (83.1 = 1.9%, n= 38, P <
0.05 vs SHR and vs WKY). Phenylephrine (0.1-30 puM) induced concentration-
dependent contractile responses in MRA that were similar in arteries from normotensive
and hypertensive rats; pioglitazone treatment did not modify the response to
phenylephrine in SHR rats (Figure 3A). The selective COX-2 inhibitor NS 398 (1 uM)
did not modify the phenylephrine-induced contraction in arteries from WKY and SHR
(Figures 3B and 3C, Table 1). However, in endothelium-intact arteries from
pioglitazone-treated SHR, NS 398 inhibited the phenylephrine response (Figure 3D,
Table 1). These results suggest that pioglitazone treatment increases the participation of
COX-2-derived contractile prostanoids in phenylephrine responses.

After endothelium removal, the concentration-response curve to phenylephrine

observed in segments from pioglitazone-treated rats was leftward shifted (Emax: 115.2
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+2.1% vs 130.9 + 2.6 for E+, n = 38, and E-, n = 8§, respectively, P < 0.05; pD,: 5.51 +
0.02 vs 5.74 £ 0.03 for E+ and E-, respectively, P < 0.05), in a similar extent that the
observed in untreated SHR (data not shown). In endothelium-denuded segments from
pioglitazone-treated rats, NS 398 (1 pM) inhibited the contractile response to
phenylephrine (Figure 3E); however, this inhibitory effect was much smaller than the

one observed in endothelium-intact segments, as shown by the comparison of dAUC

values (Table 1).

Involvement of prostacyclin on phenylephrine responses through TP

receptor

The EP,/EP; receptor antagonist SC 19220 (10 uM), the TP receptor antagonist SQ
29,548 (1 uM), the TXA, synthase inhibitor furegrelate (1 uM) and the PGI, synthase
inhibitor tranylcypromine (10 uM) did not modify the concentration-response curve to
phenylephrine in arteries from SHR (Table 1). In pioglitazone-treated rats, neither SC
19220 nor furegrelate did affect the phenylephrine-induced contraction; this response
was reduced by SQ 29,548 in endothelium-intact but not in endothelium-denuded
segments (Figure 4). Tranylcypromine, but not the IP receptor antagonist RO 1138452
(1 uM), reduced phenylephrine response. The combination of SQ 29,548 and RO
1138452 reduced the vasoconstrictor response (Figure 4) in a similar extent that SQ
29,548 alone, as shown by the comparison of dAUC values (Table 1). These results
suggest that endothelium-derived prostanoids other than TXA,, likely PGI, by acting on
the TP receptor, contribute to the vasoconstrictor effect of phenylephrine on MRA from
pioglitazone-treated SHR rats.

The production of 6-keto-PGF;, was lower in the incubation medium of MRA
from hypertensive than normotensive rats after stimulation with phenylephrine; these

levels were greater in pioglitazone-treated rats (Figure 5A). 8-isoprostane and PGF,, are
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other COX-derived products that may induce contraction acting on TP receptor. The
levels of 8-isoprostane were similar in arteries from WKY (0.062 + 0.022 pg.ug’
protein, n = 6) and SHR (0.061 + 0.008 pg.ug'1 protein, n =5, P>0.05), and pioglitazone
treatment did not modify these levels (0.046 + 0.013 pg.ug™ protein, n = 5, P>0.05 vs
SHR). The levels of 13,14-dihydro-15-keto-PGF,, were similar in arteries from WKY
(2.92 + 0.59 pg.mg”’ protein, n = 6) and SHR (3.92 + 1.19 pg.mg" protein, n = 5,
P>0.05 vs WKY) and pioglitazone treatment did not modify these levels (5.92 + 1.39
pg.mg’' protein, n = 5, P>0.05 vs SHR).

In segments pre-contracted with phenylephrine, the prostacyclin analogue
iloprost (1 uM) induced a biphasic response consisting in a fast contraction followed by
a slow relaxation (Figure 5B). The contractile phase was greater in arteries from SHR
than WKY and remained unaltered after pioglitazone treatment (Figure 5C). In MRA
from pioglitazone-treated rats, the contractile response elicited by iloprost was not
modified by either RO 1138452 or SC 19220, but was reduced by SQ 29,548 (Figure
5C); similar results were obtained in untreated SHR (data not shown). The vasodilator
phase of the response to iloprost was slower in arteries from SHR than WKY, as shown
by the time-response curve (Figure 5D); pioglitazone treatment did not modify this
response (Figure 5D). In MRA from pioglitazone-treated rats the relaxation induced by
iloprost was almost abolished by RO 1138452 and unaffected by SC 19220; after
incubation with SQ 29,548 this relaxing phase was faster (Figure 5D); in untreated
SHR, similar results were observed (data not shown). All together, these results suggest
that iloprost may act as a vasoconstrictor through TP receptors. mRNA levels of both
TP and IP receptors were greater in arteries from SHR than from WKY (Figure SE);

pioglitazone reduced those levels (Figure SE).
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Effect of Pioglitazone treatment on the participation of reactive oxygen

species in phenylephrine contraction

The involvement of ROS was evaluated using the NADPH oxidase inhibitor apocynin
and the xanthine oxidase inhibitor allopurinol. In MRA from both WKY and SHR rats,
apocynin (0.3 mM) reduced the contractile response induced by phenylephrine (Figure
6A), although the inhibitory effect was greater in arteries from hypertensive rats, as
shown by the analysis of dAUC (Table 1). Allopurinol (0.3 mM) reduced the response
to phenylephrine only in segments from hypertensive rats; pioglitazone treatment

abolished the effect of both apocynin and allopurinol (Figure 6A, Table 1).

Effect of Pioglitazone on vascular superoxide anion production, mRNA

levels of NADPH oxidase subunits and plasmatic MDA levels

As we previously described (Garcia-Redondo et al., 2009), O," production was greater
in MRA from hypertensive than normotensive animals (Figure 6B). In agreement,
vascular mRNA levels of NOX-1 were also greater in arteries from SHR than from
WKY (Figure 6C). Pioglitazone treatment normalized the increased O, " production and
NOX-1 mRNA levels (Figures 6B and 6C). In addition, pioglitazone also reduced the
mRNA levels of both NOX-2 (relative expression; SHR: 1.12 = 0.25, n = 6; SHR-
treated: 0.47 = 0.10, n =7, P < 0.05) and p47phox (relative expression; SHR: 1.14 +
0.21, n = 8; SHR-treated: 0.25 + 0.06, n =7, P < 0.05).

Plasmatic MDA levels were also higher in SHR than in WKY rats, as previously
reported (Alvarez et al, 2007). This difference was unaffected by pioglitazone

treatment of SHR (Figure 6D).
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Effect of Pioglitazone on vascular expression of detoxificant enzymes

Western blot analysis revealed lower expression of Cu/Zn-, Mn- and EC-SOD in MRA
from SHR than from WKY (Figure 7A). Pioglitazone-treatment did not modify the
expression of Cu/Zn- and Mn-SOD, although further reduced the EC-SOD expression
(Figure 7A). The catalase mRNA levels were similar in arteries from normotensive and
hypertensive rats (Figure 7B); after pioglitazone treatment, arteries from SHR show

increased catalase mRNA levels (Figure 7B).

Effect of Pioglitazone treatment on the participation of nitric oxide in

phenylephrine contraction

The NOS inhibitor L-NAME leftward shifted the concentration-response curve to
phenylephrine in segments from both WKY and SHR (Figure 8A); however, this effect
was greater in normotensive rats, as shown by the dAUC analysis (Table 1). In
pioglitazone-treated rats, L-NAME also increased the vasoconstrictor response to
phenylephrine (Figure 8A) and this effect was greater than the one observed in arteries
from untreated SHR rats (Table 1).

eNOS expression was similar in mesenteric resistance arteries from normotensive
and hypertensive rats; pioglitazone treatment did not modify the expression of this

enzyme (Figure 8B).

Discussion

The present study shows the complex effect of PPARY agonists on the modulation of
vasoconstrictor responses. Thus, pioglitazone reduces ROS production and its
contribution to phenylephrine contraction while increases the contribution of NO to that
response. Additionally, pioglitazone increases the production of COX-2-derived PGI,,

involved in phenylephrine response acting as vasoconstrictor through TP receptors.

British Pharm_aclzglt_)gical Society

Page 30 of 58



Page 31 of 58

©CoO~NOUTA,WNPE

British Journal of Pharmacology

These effects, together with its lack of effect on vascular remodelling, might explain
that pioglitazone does not affect blood pressure in established hypertension, although
would contribute to the cardioprotective effect of glitazones widely reported.

The antihypertensive effects of PPARy agonists are established in patients or
animal models of diabetes and/or metabolic syndrome (Sarafidis & Nilsson, 2006; Chen
et al., 2008); however, when hypertension is not associated with diabetes or with other
factors of metabolic syndrome, results are controversial. Glitazones prevent
hypertension development (Sarafidis & Nilsson, 2006); however, in established
hypertension no effects on blood pressure have been described (Llorens et al., 2007,
Nakamura et al., 2007; Shinzato et al., 2007), unless long-term treatment (Zhang et al.,
2010) or high doses of glitazones (Wakino et al., 2005; Chan et al., 2010) were used. In
adult SHR, with well established hypertension, treatment for 28 days with 2.5 mg.Kg’
!.day™ pioglitazone did not modify systolic blood pressure.

Results of glitazones on vascular structure are also controversial. Associated to
hypertension development prevention, glitazones also prevent vascular structural
abnormalities (Diep et al., 2002; Ledingham & Laverty, 2005). In addition, long-term
treatment with a high dose of rosiglitazone attenuated aortic remodelling and systolic
blood pressure in young SHR (Zhang et al., 2010). Furthermore, when glitazones
treatment starts before or early after hypertension onset, vascular remodelling correction
without antihypertensive effect was observed (Ishibashi et al., 2002; Nakamura et al.,
2007; Cipolla et al., 2010). In contrast, in adult Zucker diabetic fatty rats, rosiglitazone
did not modify the altered mechanical and structural properties despite the vascular
function improvement (Lu ef al., 2010). In MRA from 6 month-old SHR, that had been
hypertensive for a long time, pioglitazone did not affect the reduced external and

internal diameters, the increased wall:lumen ratio and vascular stiffness as well as the
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altered distensibility. Differences in the time that rats have been hypertensive before
treatment, which might result in remodelling variation, as well as in the duration and
dosage of treatment, would explain such discrepancies.

Glitazones improve the impaired endothelium-dependent relaxation (Diep et al.,
2002; Nakamura et al., 2007; Matsumoto et al., 2008) and reduce vascular contractility,
although pioglitazone increased phenylephrine responses in SHR aorta (Llorens et al.,
2007). In MRA from SHR, pioglitazone treatment slightly improved the impaired
acetylcholine-induced vasodilatation. Moreover, the phenylephrine contraction was
similar in MRA from WKY and SHR, and remained unmodified after pioglitazone
treatment; this result, which agrees to that found in isoproterenol-treated rats (Fukuda et
al., 2008), apparently excludes an effect of the glitazone on vasoconstrictor responses.

Decreased vascular PPARs expression might participate in the exacerbated
proliferation, migration and inflammation observed in hypertension (Chan et al., 2010;
Li et al., 2010; Zhang et al., 2010). Accordingly, MRA from SHR showed lower
PPARy mRNA levels than WKY. Reduction on PPARy might be related with the
increased COX-2 expression in SHR, since COX-2 is regulated by transcription factors
which activation is reduced by PPARy (Touyz & Schiffrin, 2006). Pioglitazone
treatment increased MRA PPARY levels, similarly to that found using rosiglitazone and
pioglitazone in SHR aorta and rostral ventrolateral medulla (Chan et al., 2010; Zhang et
al., 2010), suggesting that upregulated PPARYy may contribute to the anti-inflammatory
properties of glitazones. Despite this, pioglitazone treatment increased COX-2
expression in MRA from SHR. PPARY agonists have been shown to decrease (Sanchez-
Hidalgo et al., 2005; Collino et al., 2006) but also to increase COX-2 (Meade et al.,
1999; Ye et al., 2006; Kang et al., 2008); the presence of a functional PPAR response

element (PPRE) in the promoter region of COX-2 (Meade et al., 1999) would explain
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this increase. The augmented COX-2 expression after pioglitazone treatment had
functional consequences since a selective COX-2 inhibitor reduced phenylephrine
responses, suggesting the involvement of COX-2-derived vasoconstrictor prostanoids
after pioglitazone treatment.

We then attempted to determine the prostanoid increased after pioglitazone
treatment. The TP receptor antagonist reduced phenylephrine responses, despite the lack
of effect of the TXA, synthase inhibitor furegrelate, suggesting that prostanoids other
than TXA,, by acting on TP receptors, contribute to those responses. These prostanoids
seem to be mainly of endothelial origin since endothelium removal greatly reduced the
inhibitory effect of NS 398 and abolished that of SQ 29,548. PGF,,, isoprostanes and
PGH, would induce contraction by activating TP receptors (Félétou et al., 2009). PGF,,
and 8-isoprostane levels were similar in samples from all groups, discarding the
involvement of these compounds in the pioglitazone effect. Unfortunately, PGH, levels
are difficult to measure due to its short half-life and still need to be better assessed to
evaluate more precisely their contribution to vascular responses (Félétou et al., 2009).

Prostacyclin is the main vasodilator prostanoid generated by COX acting on IP
receptors. However, growing evidences have pointed out PGI, as an endothelium-
derived vasoconstrictor factor able to activate TP receptors in conditions such as
hypertension or aging (Gluais et al., 2005; Gomez et al., 2008; Xavier et al., 2008;
Félétou et al., 2009). Accordingly, the prostacyclin analogue iloprost induced a biphasic
response with greater contractile effect in SHR than WKY, in agreement with reports
using PGI, (Gluais et al., 2005; Xavier et al., 2008). Additionally, the vasodilator phase
was slower in SHR than WKY. Interestingly, pioglitazone treatment did not modify any
of the two phases. The iloprost-induced vasoconstriction was reduced by the TP

receptor antagonist in MRA from SHR. Furthermore, the relaxing phase was almost
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abolished by the IP receptor antagonist but speeded by SQ 29,548 in MRA from both
treated and untreated SHR, in agreement with Gomez et al. (2008), suggesting that
activation of TP receptors, even by a weak and partial agonist such as PGI,, can
markedly blunt vascular relaxation. Whether changes in the expression of receptors
would explain differences in the iloprost response between WKY and SHR remains
elusive. Thus, Tang & Vanhoutte (2008) have described that hypertension did not
modify the genomic expression of both IP and TP receptors, although reduced
expression of IP receptors in SHR has also been described (Numaguchi et al., 1999). In
MRA from SHR, TP receptor levels are increased, in agreement with the higher
contraction to iloprost we found and with the increased response to the thromboxane
analogue U46619 already described (Xavier et al., 2008). Additionally, the IP receptor
levels were greater in SHR, despite the slower iloprost-induced vasodilatation.
Dysfunction of this receptor and possible alterations in the adenylate cyclase pathway
has been described in SHR (Gluais ef al., 2005; Gomez et al., 2008). Furthermore,
pioglitazone treatment reduced TP and IP receptor levels. In this sense, Sugawara et al.
(2002) described that PPARY activation reduced TP gene transcription. Despite the
reduced receptors expression, the biphasic response to iloprost was similar in MRA
from pioglitazone-treated and untreated rats. Similar contractile responses to U46619
were also observed (unpublished results). Differences in the cellular mechanisms from
the genomic expression to the presence of functional receptors in the membrane would
explain such discrepancies and further experiments are necessary to clarify them.
Prostacyclin levels after phenylephrine stimulation were lower in samples from
SHR than WKY, as described (Soma et al., 1985). Interestingly, pioglitazone treatment
augmented those levels, in agreement to Ye et al. (2006), who establish a relationship

between these increased levels and the protective effect of pioglitazone in myocardial-
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reperfusion injury. Furthermore, the PGI, synthesis inhibitor, but not the IP receptor
antagonist, reduces phenylephrine response only in segments from pioglitazone-treated
rats. Overall, these results suggest the involvement of prostacyclin, acting on TP
receptors, on phenylephrine response after pioglitazone treatment.

Increased O,  production from different origins, including NADPH oxidase,
participates in contractile responses in hypertension (Alvarez et al., 2008; Garcia-
Redondo et al., 2009). Accordingly, greater expression of NOX-1, one the catalytic
subunit of NADPH oxidase, has been described in SHR (Briones et al, 2011).
Additionally, reduced antioxidant defences might contribute to the increased oxidative
stress described in this pathology (Redén er al., 2003). This increased oxidative stress
would contribute to the altered vascular responses by reducing NO availability (Virdis
et al., 2009). Our results support this hypothesis since compared to WKY, SHR showed:
1) greater inhibitory effect of apocynin and allopurinol on phenylephrine responses; 2)
increased O,  production and MDA plasma levels; 3) increased NOX-1 mRNA levels;
4) reduced Cu/Zn-, Mn- and EC-SOD expression, while the catalase levels were similar
in both strains; 5) lower leftward shift of phenylephrine-response curve after NO
inhibition. Glitazones reduce oxidative stress by inhibition of NADPH oxidase activity
(Bagi et al., 2004; Hwang et al., 2005), contributing to its anti-inflammatory effect and
protecting against hypertension-induced cerebrovascular injury (Nakamura et al., 2007).
In our conditions pioglitazone treatment also displayed antioxidant properties since: 1)
abolished the apocynin and allopurinol effects on phenylephrine response; 2)
normalized the increased O,” production, and 3) reduced the NOX-1, NOX-2 and
p47phox mRNA levels. Moreover, despite no effect on Cu/Zn- and Mn-SOD and the
decreased EC-SOD, catalase mRNA levels were increased by pioglitazone treatment, in

agreement with Bagi et al. (2004), and would be explained by the existence of a PPRE
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in the catalase promoter region (Girnun et al, 2002). Apocynin might reduce ROS
availability through its antioxidant properties independent of NADPH oxidase inhibition
(Heumuller et al., 2008); of interest, we found increased ROS production in SHR that
was reduced by pioglitazone treatment, although we do not know the exact mechanism
of apocynin in our conditions.

The antioxidant capacity of glitazones might have a very important functional
consequence which is the increased NO availability. The effects of glitazone on NO
generation are unclear. While some studies find increased NO release and/or NO
synthase activity by glitazones (Calnek et al., 2003; Wakino et al., 2005; Llorens et al.,
2007), others find no effect (Ye et al., 2006; Li et al., 2010). As mentioned,
pioglitazone treatment restored the impaired acetylcholine-induced vasodilatation and
L-NAME greatly potentiated phenylephrine responses without affecting eNOS protein
expression. Similarly, Calnek et al. (2003) showed increased NO release by endothelial
cells without increased eNOS mRNA or protein levels.

In conclusion, pioglitazone treatment, although does not have antihypertensive
effects, modifies the levels of different mediators involved in phenylephrine response in
resistance arteries. Thus, increased PGI, production, likely from increased COX-2, was
observed. Although in our experimental conditions PGI, seems to act as vasoconstrictor,
increased levels of this prostanoid would be beneficial because their important
cardioprotective role through inhibition of platelet aggregation and the pleiotropic
effects on vascular smooth muscle. Further investigations are needed to address this
issue. In addition, the reduction of oxidative stress, that can increase NO bioavailability,
would also contribute to the protective effect of glitazones widely reported in several

pathologies.
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Figure legends

Figure 1. External and internal diameter-intraluminal pressure (A, B) and wall:lumen-
intraluminal pressure (C) in MRA from WKY rats and SHR untreated or treated with
pioglitazone incubated in 0Ca®*-KHS. (D) Representative transversal confocal
projections of the vascular wall of MRA from WKY, SHR and pioglitazone-treated
SHR. Vessels were pressure-fixed at 70 mmHg, stained with Hoechst 33342 and
mounted intact on a slide. Projections were obtained from serial optical sections
captured with a fluorescence confocal microscope (x63,; immersion objective,
zoomX2). Metamorph Image Analysis software was used to produce the transversal
projection of the artery. Stress-strain relationship (E) and incremental distensibility-
intraluminal pressure curves (F) in MRA from WKY, SHR and pioglitazone-treated
SHR rats. *P < 0.05 vs WKY rats by two-way ANOVA and Bonferroni post-test. n = 8-

9 animals. Data are expressed as mean + SEM.

Figure 2. (A) Quantitative RT-PCR assessment of PPARyY mRNA levels in mesenteric
arteries from WKY rats and SHR untreated and treated with pioglitazone. (B)
Representative Western blot with densitometric analysis for the inducible isoform of
cyclooxygenase (COX-2) protein expression (upper panel) and quantitative RT-PCR
assessment of COX-2 mRNA levels (lower panel) in arteries from WKY rats and SHR
untreated and treated with pioglitazone. *P < 0.05 vs WKY rats, *P < 0.05 vs untreated

SHR by Student’t test. n = 5-12 animals. Data are expressed as mean + SEM.

Figure 3. (A) Concentration-response curve to phenylephrine (Phe) in endothelium-
intact (E+) MRA from WKY rats and SHR untreated or treated with pioglitazone.
Effect of 1 pM NS 398 on the response to Phe in endothelium-intact (E+) MRA from

WKY rats (B) and SHR untreated (C) or treated with pioglitazone (D) and in
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endothelium-denuded segments (E-) of MRA from pioglitazone-treated SHR (E). *P <
0.05 vs control by two-way ANOVA and Bonferroni post-test. n = 6-10 animals. Data

are expressed as mean + SEM.

Figure 4. Effect of 10 uM SC 19220, 1 uM SQ 29,548, 1 uM furegrelate, 10 uM
tranylcypromine, 1 uM RO 1138452 and the combination of SQ 29,548 and RO
1138452 on the concentration-response curve to phenylephrine (Phe) in endothelium-
intact (E+) MRA from SHR treated with pioglitazone and effect of 1 uM SQ 29,548 on
the response to Phe in endothelium-denuded segments (E-) of MRA from SHR treated
with pioglitazone. *P < 0.05 vs control by two-way ANOVA and Bonferroni post-test.

n =7-10 animals. Data are expressed as mean + SEM.

Figure 5. (A) Levels of 6-keto-PGF, in the incubation medium after completion of the
phenylephrine concentration-response curve in MRA from WKY rats and SHR
untreated and treated with pioglitazone. (B) Representative record of the biphasic
response elicited by iloprost (1 uM) in MRA precontracted with phenylephrine (Phe).
(C) Contractile phase of the response to iloprost in MRA from WKY rats and SHR
untreated or treated with pioglitazone and effect of 1 uM SQ 29,548, 1 uM RO 1138452
and 10 pM SC 19220 on the contraction induced by iloprost in pioglitazone-treated
SHR. (D) Vasodilator phase of the response induced by iloprost in MRA from WKY
rats and SHR untreated or treated with pioglitazone and effect of SQ 29,548, RO
1138452 and SC 19220 on the relaxation induced by iloprost in pioglitazone-treated
SHR. (E) Quantitative RT-PCR assessment of TP and IP receptor mRNA levels in
arteries from WKY rats and SHR untreated and treated with pioglitazone. *P < 0.05 vs

WKY rats or vs control, *P < 0.05 vs SHR untreated rats by Student’s r-test or by two-
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way ANOVA and Bonferroni post-test. n = 5-7 animals. Data are expressed as mean +

SEM.

Figure 6. (A) Effect of 0.3 mM apocynin and 0.3 mM allopurinol on the concentration-
response curve to phenylephrine (Phe) in MRA from WKY rats and SHR untreated and
treated with pioglitazone. *P < 0.05 vs control by two-way ANOVA and Bonferroni
post-test. n = 7-12 animals. (B) Representative fluorescent photomicrographs of
confocal microscopic sections of MRA from WKY rats and SHR untreated and treated
with pioglitazone. Vessels were labelled with the oxidative dye dihydroethidium. Image
size 375 x 375 pm. (C) Quantitative RT-PCR assessment of vascular NOX-1 mRNA
levels and (D) plasma MDA levels in WKY rats and SHR untreated and treated with
pioglitazone. *P < 0.05 vs WKY rats, *P < 0.05 vs SHR untreated rats by Student’s -

test. n = 5-9 animals. Data are expressed as mean + SEM.

Figure 7. (A) Representative Western blot and densitometric analysis for Cu/Zn-, Mn-
and EC-SOD protein expression and (B) quantitative RT-PCR assessment of catalase
mRNA levels in mesenteric arteries from WKY rats and SHR untreated and treated
with pioglitazone. *P < 0.05 vs WKY rats, P < 0.05 vs SHR untreated rats by

Student’s t-test. n = 5-6 animals. Data are expressed as mean + SEM.

Figure 8. (A) Effect of 0. mM L-NAME on the concentration-response curve to
phenylephrine (Phe) in WKY rats and SHR untreated and treated with pioglitazone. *P
< 0.05 vs control by two-way ANOVA and Bonferroni post-test. n = 6-7 animals. (B)
Representative Western blot and densitometric analysis for eNOS protein expression in
mesenteric arteries from SHR untreated and treated with pioglitazone. n = 5-6 animals.

Data are expressed as mean + SEM.
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List of non-standard abbreviations:

COX-2: cyclooxygenase-2; dAUC, differences of area under the concentration-response

curves; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; KHS, Krebs Henseleit solution; L-

©CoO~NOUTA,WNPE

11 NAME, N-nitro-L-arginine methyl ester; MDA, malondialdehyde; MRA, mesenteric
13 resistance arteries; NO, nitric oxide; NS 398, N-(2-Cyclohexyloxy-4-nitrophenyl)-
16 Methanesulfonamide; O,", superoxide anion; PGI,, prostacyclin; PPARY, peroxisome
18 proliferator-activated receptors y; RO 1138452, 1H-Imidazol-2-amine,4,5-dihydro-N-
20 [4-[[4-(1-methylethoxy)phenyl|methyl|phenyl]; ROS, reactive oxygen species; SC
23 19220, 8-chloro-dibenz[b,f][1,4]oxazepine-10(11H)-carboxy-(2-acetyl)hydrazide; SHR,
25 spontaneously hypertensive rats; SOD, superoxide dismutase; SQ 29,548, [1S-[la,
27 20(Z),30,4a]]-7-[3-[[2-[(phenylamino)carbonyl Jhydrazino]methyl]-7-

30 oxabicyclo[2.2.1]hept-2-yl]-5 heptenoic acid; VSMC, vascular smooth muscle cells;

32 WKY, Wistar Kyoto.
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Table 1. Differences of area under the concentration-response curves to phenylephrine (dAUC)
between control and experimental situations in endothelium-intact (E+) mesenteric resistance
arteries from WKY rats and SHR untreated or treated with pioglitazone and in endothelium-

denuded segments (E-) of arteries from pioglitazone-treated SHR. AUCs were calculated from

the individual concentration-response curve plots using a computer program (GraphPad Prism

Software); the differences were expressed as a percentage of the AUC of the corresponding

control situation.

WKY E+ | SHR E+ SHR+Pio
E+ E-

NS ~0 ~0 345+6.9" | 13.2+3.7"
SQ 29,548 ~0 19.5+3.17 ~0"
SC 19220 ~0 ~0
RO 1138452 ~0
SQ 29,548 +
RO 1138452 23538
Furegrelate ~0 ~0
Tranylcypromine ~0 16.0 + 1.6"
Apocynin 142+4.2 | 29.3 £4.3*% ~ 0"
Allopurinol ~0 15.0 +£2.2% ~ 0"
L-NAME 519454 | 324+4.9* | 53.6+4.2"

[] Not determined

*P < 0.05 vs WKY rats, "P < 0.05 vs SHR untreated rats, P < 0.05 vs endothelium-intact

arteries by Student’s #-test. n = 5-10 animals. Data are expressed as mean = SEM.
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Figure 1
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