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15dPGJ,: 15-deoxi-delta-12, 14-prostaglandina J,
AA: 4cido araquiddnico

AC: adenilato ciclasa

ACh: acetilcolina

ADH: hormona antidiurética

AINEs: antiinflamatorios no esteroideos
AMPc: adenosin monofosfato ciclico
AMR: arteria mesentérica de resistencia
Ang: angiotensina

AP-1: proteina activadora-1

AT: receptor de angiotensina

AUF-1: ARE/poly(U)-binding/degradation factor 1
BCL: B-Cell CLL/Lymphoma

BHj,: tetrahidrobiopterina

CCL2: ligando del motivo C-C 2 (MCP-1)
CMLV: células de musculo liso vascular
COX-2: ciclooxigenasa 2

CXCL1: ligando del motivo C-X-C

DAG: diacilglicerol

DHA: 4cido docosahexanoico

DOCA: acetato de deoxicortecosterona
DP: receptor de PGD,

ECA: enzima conversora de angiotensina

ECE: enzima conversora de endotelina

Abreviaturas —
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EDHF: factor hiperpolarizante derivado de endotelio
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
Elk-1: proteina similar a E-26 1

eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial

EP: receptor de PGE,

EPA: acido eicosapentanoico

ERK1/2: quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2
ET: endotelina

FAK: quinasas de adhesion focal

FDA: Food and Drug Administration

FP: receptor de PGF;,

GC: guanilato ciclasa

GMPc: guanosin monofosfato ciclico

GPCR: receptor acoplado a proteinas G

HDAC: histona deacetilasa

HDL: lipoproteina de alta densidad

HODE: acido hidroxioctadienoico

HTA: hipertension arterial

HuR: human antigen R

ICAM: molécula de adhesion intercelular

IECA: inhibidores de la enzima conversora de angiotensina
IkB: inhibidor de NFkB

IKK: quinasa del inhibidor de NFkB

IL-1B: interleuquina 1B
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IL-6: interleuquina 6

iNOS: déxido nitrico sintasa inducible

IP: receptor de PGl,

IP3: inositol 1,4,5-trifosfato

IRAP: aminopeptidasa de membrana regulada por insulina
JAK: janus quinasa

JNK1/2: quinasa N-terminal de jun 1/2

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitégenos
MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1 (CCL2)
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NADPHox: nicotin adenin dinucleédtido fosfato oxidasa
NFkB: factor nuclear activador de la transcripcién de la cadena ligera k de linfocitos B
NO: 6xido nitrico

NOXA1: NOX activator 1

NOXO1: NOX organizer 1

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno 1

PAD: presion arterial diastdlica

PAS: presién arterial sistélica

PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
PG: prostaglandina

PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa
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PKC: proteina quinasa C

PLC: fosfolipasa C

PPAR: receptor activado por el proliferador de peroxisomas
PPRE: elemento de respuesta a PPAR

Pyk2: proteina tirosina quinasa 2

RXR: receptor del acido 9-cis retinoico

ROS: especies reactivas de oxigeno

SHR: ratas espontaneamente hipertensas

SOD: superéxido dismutasa

SRA: sistema renina-angiotensina

STAT: transductor de sefial y activador de la transcripcién
SUMO: modificadores tipo ubiquitina de pequefio tamafio
TGF-B: factor de crecimiento transformante 3

TIMP: inhibidores tisulares de metaloproteasas

TNFa: factor de necrosis tumoral a

TP: receptor de TXA,

TKS4/5: sustrato de tirosin quinasa

TX: tromboxano

VCAM: molécula de adhesién vascular

VIC: péptido vasoactivo de contraccién intestinal

VEGFR: receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular
WHKY: ratas Wistar Kyoto

XO: xantina oxidasa

XOR: xantina oxidorreductasa



RESUMEN/SUMMARY






Resumen/Summary

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad y morbilidad
en todo el mundo. De éstas, la hipertensidn arterial es la mas extendida, siendo responsable
de un 12,8% de las muertes totales. Actualmente esta patologia estd considerada una
enfermedad inflamatoria crénica y se relaciona con elevados niveles de citoquinas, de
mediadores proinflamatorios como prostanoides derivados de la isoforma inducible de la
ciclooxigenasa (COX-2), asi como de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos factores
participan en el desarrollo de las alteraciones funcionales y estructurales de la pared
vascular caracteristicas de la patologia hipertensiva. El sistema renina-angiotensina (SRA), a
través de su principal péptido efector angiotensina Il (Ang Il), tiene un papel fundamental en
el desarrollo de estos procesos inflamatorios. Por otra parte, el sistema endotelina (ET) es
un importante modulador del tono vascular, el crecimiento y los mecanismos vasculares de
control de la presidn arterial; ademds posee acciones proinflamatorias, por lo que una
alteracion en el mismo también contribuye a la patologia hipertensiva. Los receptores
activados por el proliferador de peroxisomas y (PPARy) tienen importantes acciones
antiinflamatorias ejercidas mediante la regulacién de la expresion de genes por mecanismos
de transrepresién. PPARy se expresa en todas las células de la pared vascular, donde su
activacidon tiene efectos protectores cardiovasculares a través de la regulacién de la
produccién de citoquinas, la expresidon de moléculas de adhesién, la fibrindlisis, etc. Entre
los mecanismos implicados en las acciones antiinflamatorias de los agonistas de PPARy

destaca su capacidad de reducir el estrés oxidativo.

El objetivo general de este trabajo ha sido analizar la modulaciéon por PPARy en la
participacidén de ET-1 en la aumentada expresion de COX-2 en hipertension, asi como en el
efecto de ET-1 sobre la contractilidad vascular. Para ello, se han utilizado: 1) aorta y arteria
mesentérica de resistencia de ratas normotensas Wistar-Kyoto (WKY), espontdneamente
hipertensas (SHR) y SHR tratadas con el agonista PPARy pioglitazona o con el antagonista de
receptores AT, losartdn, y 2) cultivos primarios de musculo liso vascular (CMLV) de aorta de

ratas WKY y SHR estimulados con Ang Il y ET-1 en ausencia y en presencia de pioglitazona.
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Los principales hallazgos de este trabajo son:

1. Pioglitazona reduce el incremento del estrés oxidativo y de la expresidn vascular de
COX-2, pre-pro-ET-1 y del receptor ET, asociados al SRA en hipertensién. Ademas, la

glitazona aumenta la expresién de receptores ETjg.

2. La estimulacidon con Ang Il incrementa la expresiéon de COX-2, siendo este efecto
mayor en CMLV de SHR que en WKY. Ademads, en células de SHR, pero no de WKY, Ang Il
aumenta los niveles de pre-pro-ET-1 que contribuye a la induccién de COX-2 por Ang Il en

estas células.

3. En cultivos de células de SHR, Ang Il incrementa el estrés oxidativo por activacion de
los factores de transcripcion AP-1 y NFkB. Estos mecanismos participan en la expresion de

pre-pro-ET-1y COX-2 inducida por Ang Il.

4. Pioglitazona reduce los niveles de pre-pro-ET-1 y COX-2 inducidos por Ang Il

mediante la reduccién de ROS por interferencia con AP-1y NFkB.

5. En CMLV de SHR, ET-1, a través de receptores ET,, induce la expresion de COX-2 por
mecanismos dependientes de la activacion de AP-1 y NFkB y de la subsecuente produccion

de ROS.

6. Pioglitazona disminuye el estrés oxidativo interfiriendo con la activacion de AP-1y
NFkB; estos mecanismos contribuyen a la reduccién de la expresion de COX-2 inducida por

ET-1 producida por el agonista PPARy.

7. En arterias de SHR, pero no de WKY, ET-1, a través de receptores ET,, potencia la
contraccion a fenilefrina. Este efecto estd mediado por el aumento de la participacion de
derivados de COX-2 que actuan a través de receptores TP, asi como por la reduccién de la
participacién de 6xido nitrico (NO). Ademas, ET-1 aumenta la actividad NADPH oxidasa, lo

gue puede contribuir a la reduccidn de la biodisponibilidad de NO observada.

8. En arterias de ratas hipertensas tratadas con pioglitazona, ET-1, a través de

receptores ETg, reduce la contraccién a fenilefrina por incrementar la biodisponibilidad de



Resumen/Summary

NO vy su participacion en la respuesta contractil. Ademas, en estas condiciones, se observa

una disminucioén de la actividad NADPH oxidasa.

En conclusidn, los resultados de esta Tesis indican que pioglitazona disminuye la
incrementada expresidn vascular de COX-2 en hipertension mediante la reduccion tanto de
la produccion de ET-1 como de su efecto sobre la expresion de dicha enzima
proinflamatoria. Ademas, la glitazona reduce la relacién entre la expresidon de receptores
ETA y ETg, revirtiendo el efecto de ET-1 sobre la contraccién a fenilefrina; en esta situacion,
ET-1 reduce dicha contraccién debido al aumento en la biodisponibilidad de NO. La actividad
antioxidante de este compuesto contribuye a los efectos vasculares mencionados. Estos
resultados permiten avanzar en el conocimiento de los mecanismos que contribuyen a los
efectos cardioprotectores de los agonistas PPARy y de la importancia de estos compuestos

en la mejora de la inflamacidn vascular asociada a la hipertension.






Resumen/Summary

Cardiovascular diseases are the major cause of mortality and morbidity wideworld. Of
these, hypertension is the most frequent being responsible of 12.8% of total deaths.
Nowadays hypertension is considered a chronic inflammatory disease associated with high
levels of cytokines and proinflammatory mediators such as prostanoids derived from the
inducible isoform of cyclooxygenase (COX-2) as well as reactive oxygen species (ROS). These
factors participate in the development of the vascular functional and structural alterations
characteristic of hypertension. Angiotensin Il (Ang Il), the main effector peptide of the renin-
angiotensin system (RAS), has a key role in the development of these inflammatory
processes. In addition, the endothelin (ET) system is an important modulator of the vascular
tone, the growing and the vascular mechanisms of blood pressure control; in addition, ET-1
has proinflammatory effects. For this, an alteration in this system contributes to the
hypertensive disease. Peroxisome proliferator-activated receptors y (PPARy) have significant
antiinflammatory actions through gene expression regulation by transrepression
mechanisms. PPARYy is expressed in all cell types of the vascular wall, where its activation
has cardioprotective effects by regulation of cytokines production, expression of adhesion
molecules, fibrinolysis, etc. Among the mechanisms implicated in the anti-inflammatory
actions of the PPARy agonists its ability to reduce oxidative stress is of paramount

importance.

The general aim of this study has been to analyze the modulation induced by PPARy of
the contribution of ET-1 to the increased COX-2 expression in hypertension, as well as of the
ET-1 effect on vascular contractility. For this, we have used: 1) aorta and mesenteric
resistance arteries (MRA) from Wistar-Kyoto (WKY) rats, spontaneously hypertensive rats
(SHR) and SHR treated with either the PPARy agonist pioglitazone or the AT; receptor
antagonist losartan, and 2) primary cultures of vascular smooth muscle (VSMC) from WKY
and SHR aorta which were stimulated with Ang Il and ET-1 incubated or not with

pioglitazone.
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The main findings of this study are:

1. Pioglitazone reduces the RAS-associated oxidative stress and increase of vascular
expression of COX-2 and pre-pro-ET-1 and its ET, receptor in hypertension. Moreover, the
glitazone increases ETg receptor expression.

2. Ang Il increases COX-2 expression, this effect being greater in VSMC from SHR than
WKY. In addition, Ang Il increases pre-pro-ET-1 levels only in cells from SHR. This effect

contributes to Ang ll-induced COX-2 expression in cells from this strain.

3. In cultured cells from SHR, Ang Il increases oxidative stress by activation of the
transcription factors AP-1 and NFkB. These mechanisms participate in Ang ll-induced pre-

pro-ET-1 and COX-2 expressions.

4. Pioglitazone reduces Ang ll-induced pre-pro-ET-1 and COX-2 levels by decreasing

ROS as a result of AP-1 and NFkB interference.

5. In VSMC from SHR, ET-1 induces COX-2 expression through ET, receptors; activation
of AP-1 and NFkB and the subsequent ROS production play a role in this effect.

6. Pioglitazone reduces oxidative stress by interfering with AP-1 and NFkB activation.
These mechanisms are involved in the reduction of ET-1-induced COX-2 expression caused

by the PPARy agonist.

7. Only in arteries from SHR, ET-1, binding to ETa receptors, potentiates
phenylephrine-induced contraction. Activation of TP receptors by COX-2 derivatives as well
as reduction in nitric oxide (NO) bioavailability participate in this effect. In addition, ET-1
increases NADPH oxidase activity, which can contribute to the observed reduction of NO

bioavailability.

8. In arteries from hypertensive rats treated with pioglitazone, ET-1 reduces
phenylephrine contraction through ETy receptors by increasing NO bioavailability and its
participation in the contractile response. Furthermore, in this situation, a decrease of

NADPH oxidase activity is observed.



Resumen/Summary

In conclusion, the results of this Thesis demonstrate that pioglitazone diminishes the
increased vascular COX-2 expression in hypertension through the reduction of ET-1
production and its effect on COX-2 expression. In addition, the glitazone reduces the ratio of
the ETA/ETg expression. In this situation, ET-1 induces an opposing effect reducing
phenylephrine-induced contraction as a consequence of increased NO bioavailability. The
antioxidant activity of this compound contributes to these vascular effects. These results
advance our understanding of the mechanisms that contribute to the cardioprotective
effects of the PPARy agonists and the importance of these compounds in the improvement

of vascular inflammation associated to hypertension.
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad y morbilidad
en todo el mundo. La hipertensién arterial (HTA), caracterizada por un incremento de la
resistencia vascular periférica, es uno de los principales factores de riesgo que contribuyen
al desarrollo de la enfermedad cardiaca isquémica y al ictus. Esta patologia se considera una
enfermedad inflamatoria y, como tal, se relaciona con elevados niveles de marcadores
proinflamatorios como citoquinas y enzimas proinflamatorias, entre las que se encuentra la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Sanz-Rosa et al., 2005; Savoia y Schiffrin, 2006; Alvarez et al.,
2007), asi como de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Reddn et al., 2003; Alvarez et al.,
2007; Agarwal et al., 2009). Todos estos mediadores contribuyen al desarrollo de
alteraciones estructurales y funcionales asociadas a la hipertensién afectando a diversos
6rganos, incluyendo el sistema cardiovascular. Entre estas alteraciones destacan la
disfuncién en la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio, la mayor respuesta
vasoconstrictora a diferentes agonistas (Alvarez et al., 2005) o el remodelado vascular
(Schiffrin y Touyz, 2004). Por otra parte, el sistema endotelina (ET) es un importante
modulador del tono vascular, el crecimiento y los mecanismos vasculares de control de la
presion arterial, ademas de poseer acciones proinflamatorias, de manera que una alteracién
en el mismo también contribuye a la patologia hipertensiva. Otro de los factores que
desempeiia un papel fundamental en el desarrollo de este proceso hipertensivo es el
sistema renina-angiotensina (SRA); asi, los farmacos que interfieren con este sistema, bien a
nivel de sintesis de angiotensina Il (Ang Il), su principal péptido efector, o bien a nivel de
receptor, son empleados frecuentemente en el tratamiento de la HTA, mostrando un alto
grado de efectividad en el control de la presién arterial (Dohi et al., 2003) y mejorando la
disfuncién endotelial (On et al., 2002) y el remodelado vascular asociados con esta patologia
(Takai et al., 2005). Por otro lado, los receptores activados por el proliferador de
peroxisomas y (PPARy), que se encuentran expresados en el sistema cardiovascular, tienen
efectos antiinflamatorios, antiproliferativos y vasodilatadores. La reduccién en los niveles de
este receptor que se ha descrito en hipertensién (Pérez-Girén, 2009; Zhang et al., 2010;
Hernanz et al., 2012; Akylrek et al., 2014) puede contribuir al incremento de los procesos

inflamatorios y oxidativos antes descritos (Xiong et al., 2005; Zhang et al., 2010).
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En esta introduccidén se va a hacer una revision del estado actual del conocimiento
acerca de los mecanismos que contribuyen a la inflamacién y las alteraciones vasculares en

la hipertensidn, asi como el papel que ejerce la activacién de PPARs sobre ellos.

Hipertension arterial

En 2013, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) elaboré un informe en el que
ponia de manifiesto la importancia de concienciar a la poblacidon sobre el impacto y la
peligrosidad de las enfermedades cardiovasculares en la salud publica. A nivel global, las
enfermedades cardiovasculares son responsables de aproximadamente 17 millones de

muertes al afio, casi un tercio del total (http://bit.ly/OMSmuerte2008). En la figura 1 se

muestra la prevision de la evolucién de la mortalidad a causa de las principales
enfermedades no transmisibles hasta 2030; como se puede observar, las muertes por

enfermedad cardiovascular superan ampliamente a las demas.
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Fig. 1: Previsidn de la evolucién de la mortalidad por las principales enfermedades
transmisibles y no transmisibles entre 2008 y 2030. Tomado de http://bit.ly/WHO-

2004update.

En el ambito de la enfermedad cardiovascular, la hipertensién y sus complicaciones
causan aproximadamente 7,5 millones de muertes anuales, lo que supone el 12,8% de las

muertes totales (http://bit.ly/WHO-HTA). La elevada incidencia de estas enfermedades
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genera una gran carga econdmica para los sistemas de salud de los paises. De hecho, se
prevé que si no se toman medidas para combatir la hipertension y otras enfermedades no
transmisibles, las pérdidas econdmicas sobrepasaran al gasto publico en salud

(http://bit.ly/10Yylg6). La prevalencia de hipertension en la poblacién general es del 30-

45% aunque este porcentaje aumenta con el envejecimiento (Mancia et al., 2014). Los datos
de la poblacion espafiola presentados por el presidente de la Sociedad Espafiola de
Hipertensién en su reunidon anual celebrada en Marzo de 2015 van en el mismo sentido. Asi,
en nuestro pais existen 14 millones de personas con hipertension (lo que supone entre el 35
y 40% de la poblacién, porcentaje que asciende hasta el 60-70% en mayores de 65 afios), de
los cuales 9,5 millones no estan controlados, y de ellos 4 estan sin diagnosticar. Asimismo,
se estima que los gastos derivados de esta patologia en nuestro pais son de 3.600 millones

de euros al afio, un 7,5% del presupuesto sanitario anual.

La hipertension se denomina primaria o esencial cuando no existe una causa especifica
definida que la produce; si existe una causa conocida (enfermedad renal, malformacién de
vasos sanguineos,...) se le denomina hipertension secundaria. La hipertensién esencial
supone entre el 90 y el 95% de los casos totales y, aunque se desconoce la causa, se sabe
que factores genéticos y ambientales juegan un papel importante en su desarrollo

(Carretero y Oparil, 2000).

Los valores de presién arterial dptimos para un adulto son <120 mm de Hg de presion
arterial sistélica (PAS) y <80 mm de Hg de presion arterial diastélica (PAD) (120/80) (Mancia
et al., 2014). Se considera hipertension una PAS superior a 140 mm de Hg y diastélica
superior a 90 mm de Hg, aunque estos valores pueden variar en funcién de la edad o de la
presencia de otras alteraciones concomitantes como diabetes o enfermedad renal. Ademas,
se ha definido un estado prehipertensivo cuando los valores de presién arterial oscilan entre
120/80 mmHg y 139/89 mmHg (Mancia et al., 2014; James et al., 2014), ya que se
incrementan las probabilidades de que estos sujetos tengan eventos cardiovasculares,
ademas de un alto riesgo de desarrollar hipertensién. La hipertension se puede dividir en
distintos grados dependiendo de los valores de PAS y PAD. En la tabla 1 se muestran los

tipos de hipertension y el riesgo asociado a cada uno de ellos, tanto cuando se presenta
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Unicamente hipertension como cuando aparecen factores de riesgo adicionales, como

enfermedad renal crénica o diabetes.

Presion sanguinea (mm de Hg)
NORMAL ALTA HT GRADO 1 HT GRADO 2 HT GRADO 3
Otros factores de
riesgo, DO PAS 130-139 PAS 140-159 PAS 160-179 PAS 2 180
asintomatico o
enfermedad
o PAD 85-89 o PAD 90-99 o PAD 100-109 o PAD 2110
Sin FR adicionales Riesgo bajo Riesgo moderado Riesgo alto
1-2 FR Riesgo bajo Riesgo moderado Riesgo moderado- Riesgo alto
alto
23FR Riesgo bajo- Riesgo moderado- Riesgo alto Riesgo alto
moderado alto
DO, CKD fase 3 o Riesgo moderado- Riesgo alto Riesgo alto Riesgo alto-muy
diabetes alto alto
CVD sintomatica, Riesgo muy alto Riesgo muy alto Riesgo muy alto Riesgo muy alto
CKD fase 24 o
diabetes con
DO/FRs

Tabla 1: Riesgo cardiovascular segun el grado de hipertensidon y factores de riesgo
adicionales. DO: dafo orgdnico; FR: factor de riesgo; CKD: enfermedad renal crdénica;
CVD: enfermedad cardiovascular establecida. Adaptada de Mancia et al., 2014.

Tanto la guia de hipertensidn europea (Mancia et al., 2014) como la de EEUU (James et
al., 2014) recomiendan empezar tratamientos farmacolégicos para reducir la presion
sanguinea en pacientes con hipertensién grado 1, incluso en ausencia de otros factores de
riesgo adicionales. Si el paciente tiene diabetes, enfermedad cardiovascular o renal se
recomienda comenzar el tratamiento incluso cuando la presidon sanguinea esta en valores
normales-altos. En todos los casos, se recomienda un cambio en el estilo de vida como
mejoras en la alimentacion (mas vegetales, menos comidas grasas, menos sal), mantener
una actividad fisica regular, reducir la ingesta de alcohol, reducir y mantener el peso
corporal y dejar de fumar. En muchos casos la monoterapia resulta poco efectiva a la hora
de reducir la presidn a valores normales y hay que usar mdas de un farmaco. La tabla 2

muestra los principales grupos de farmacos que se emplean en la terapia antihipertensiva.
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Indicaciones y contraindicaciones de las principales clases de farmacos antihipertensivos considerados de
primera linea

Condiciones que favorecen su Contraindicaciones Contraindicaciones
empleo absolutas relativas
Diuréticos tiacidicos Hipertension sistélica aguda Gota Sindrome metabdlico
(ancianos) Intolerancia a la glucosa
Insuficiencia cardiaca Embarazo
Hipertension en pacientes de
raza negra
Bloqueantes Angina Asma Vasculopatia periférica
Postinfarto de miocardio Bloqueo AV (grado 2-3) Sindrome metabdlico
Insuficiencia cardiaca Intolerancia a la glucosa
Taquiarritmias Deportistas y pacientes
Glaucoma con actividad fisica
Embarazo EPOC
Antagonistas de calcio
- Dihidropiridinas Hipertension sistélica aislada Taquiarritmias
(ancianos) Insuficiencia cardiaca
Angina
Hipertrofia del ventriculo
izquierdo
Aterosclerosis en carétida o
coronaria
Embarazo
Hipertensién en pacientes de
raza negra
- Veramapilo, Diltiacem Angina Bloqueo AV (grado 2-3)
Aterosclerosis Insuficiencia cardiaca
Taquicardia supraventricular
IECA Insuficiencia cardiaca Embarazo
Disfuncidn del ventriculo Edema angineurdtico
izquierdo Hiperpotasemia
Postinfarto de miocardio Estenosis bilateral de la
Nefropatia arteria renal
Hipertrofia del ventriculo
izquierdo

Aterosclerosis en cardtida
Proteinuria/microalbuminuria
Fibrilacién auricular
Sindrome metabdlico

ARAII Insuficiencia cardiaca Embarazo
Postinfarto de miocardio Hiperpotasemia
Nefropatia diabética Estenosis bilateral de la
Hipertrofia del ventriculo arteria renal
izquierdo

Proteinuria/microalbuminuria
Fibrilacién auricular
Sindrome metabdlico
Tos inducida por IECA

Tabla 2: Indicaciones y contraindicaciones de las principales clases de farmacos
antihipertensivos considerados de primera linea. IECA: inhibidor de la enzima
conversora de angiotensina; ARAIl: antagonistas del receptor de angiotensina Il; EPOC:
enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Tomado de Pérez-Vizcaino et al., 2009.

Se considera hipertensién resistente aquella en la que el tratamiento con 3 farmacos

antihipertensivos diferentes, uno de ellos un diurético, no logra el objetivo de bajada de
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presidon sanguinea. En este caso, se pueden utilizar técnicas invasivas (cirugia) de
estimulacion de los barorreceptores de las carétidas o denervacién renal (Mancia et al.,

2014).

Si no se controla, la hipertension puede provocar infarto de miocardio, hipertrofia
ventricular e insuficiencia cardiaca. En los vasos sanguineos, la presién alta puede provocar
dilataciones (aneurismas) y zonas de debilidad en la pared vascular, lo que aumenta las
probabilidades de obstruccién y rotura. Ademas, la hipertensién puede causar insuficiencia
renal, ceguera y deterioro cognitivo. La presién elevada en los vasos sanguineos también
puede causar fugas de sangre hacia el cerebro y desencadenar accidentes cerebrovasculares

(http://bit.ly/HTA20130MS). Aun en ausencia de accidente cerebrovascular, se ha

encontrado que la hipertensién puede potenciar la pérdida de memoria y la

neurodegeneracién en presencia de un estimulo neuroinflamatorio (Goel et al., 2015).
Factores que influyen en el desarrollo de la hipertension

Uno de los fenédmenos caracteristicos de la hipertensién arterial es el incremento de Ia
resistencia vascular periférica, asociado con alteraciones vasculares estructurales,
mecanicas y funcionales, que aumenta el riesgo de accidentes cardiovasculares (Marchesi et
al., 2008; Paravicini y Touyz, 2008). En cuanto a las alteraciones funcionales, se ha
demostrado en hipertensidn arterial un aumento en la vasoconstriccién en respuesta a
diferentes sustancias vasoactivas como serotonina (Russell et al., 2002), fenilefrina (Alvarez
et al., 2005) y H,0, (Rodriguez-Martinez et al., 1998; Gao y Lee, 2001), entre otros, v,
principalmente, una disminucién de la relajacion dependiente de endotelio (Schulz et al.,
2008). Asimismo, se han descrito alteraciones en la sensibilizacion de la maquinaria
contractil al Ca®* gue parecen participar en el incremento de la resistencia vascular en la
hipertension (Lee et al., 2004). Respecto a las alteraciones estructurales, éstas incluyen
remodelado vascular, con un incremento en la relacion media/luz (Heagerty et al., 2010;
Mulvany, 2012; Rizzoni y Agabiti-Rosei, 2012). Ademas, el remodelado vascular se asocia
con alteraciones de las propiedades mecénicas de la pared, como el incremento en la rigidez
(Briones et al., 2010; Martinez-Lemus y Galifianes, 2011). Tanto la disfunciéon endotelial

como el remodelado de pequefios vasos son factores prondsticos relevantes para eventos
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cardiovasculares en poblaciones de alto riesgo (Rizzoni et al., 2003; Mathiassen et al., 2007,

Minzel et al., 2008).

En los ultimos afios se ha establecido que la hipertensién es una enfermedad de
naturaleza inflamatoria. Asi, elevados niveles circulantes de moléculas inflamatorias son
predictivos del inicio de hipertensidén, tanto en pacientes como en modelos animales
(Pauletto y Rattazzi, 2006; Savoia y Schiffrin, 2006). En la hipertensién se ha observado un
aumento de mediadores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral a (TNFa),
interleuquina (IL)6, IL-1B, la isoforma inducibe de la sintasa de 6xido nitrico (iNOS) vy la
proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1 o CCL2), una elevada expresién vy
actividad de enzimas proinflamatorias como la COX-2, asi como un incremento en el estrés
oxidativo plasmatico y vascular (Alvarez et al., 2007; Jaimes et al., 2008; Paravicini y Touyz,
2008; Hernanz et al., 2015; Dange et al., 2015). También se encuentran incrementados la
actividad del SRA (Ruiz-Ortega et al., 2006) y el sistema ET (Schiffrin y Thibault, 1991), lo que
contribuye a su vez al incremento de la inflamacién y al estrés oxidativo. Ademas, el
aumento en la produccién de ROS es responsable de la activacion de factores de
transcripcién como el factor nuclear activador de la transcripcién de la cadena ligera k de
linfocitos B (NFkB) o la proteina activadora-1 (AP-1) (Bowie y O’Neill, 2000; Beswick et al.,
2001; Majzunova et al., 2013), implicados en la induccién de la expresion de citoquinas
como IL-1B y de enzimas como COX-2 (Tsatsanis et al., 2006). Todo ello puede contribuir a

las alteraciones vasculares estructurales y funcionales observadas en esta patologia.

A continuacion se presentan los mediadores mas importantes que regulan el tono y la
inflamacién vascular cuya alteracién puede jugar un papel importante en la patologia

hipertensiva.

Sistema renina-angiotensina

El SRA juega un papel fundamental en el desarrollo de diversas patologias
cardiovasculares. Asi, se ha descrito un incremento tanto en los niveles como en el grado de
activacion de los integrantes de este sistema en aterosclerosis (Hammoud et al., 2007),

diabetes (McGuire et al., 2008) e hipertensiéon (Ruiz-Ortega et al., 2006; Boos y Lip, 2006;
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Kobori et al., 2007). EI SRA fue considerado originariamente un sistema estrictamente
circulante; sin embargo, con el paso del tiempo, se han incrementado las evidencias a favor
de su ubicuidad, detectandose sus componentes en tejidos y drganos como el cerebro, el
rifidn, la corteza adrenal, el corazén o la propia pared vascular (Touyz y Schiffrin, 2000;
Bader et al., 2001; Kobori et al., 2007). El principal péptido efector de la via es la Ang I, la
cual se sintetiza por accién de la renina. La renina activa es capaz de escindir una proteina
circulante liberada de forma constitutiva por el higado llamada angiotensindgeno,
produciendo Ang |, péptido de 10 aa sin actividad bioldgica. Ang | serd sustrato de la enzima
conversora de angiotensina (ECA) para dar lugar a la Ang Il de 8 aa (Fig. 2). El paso limitante
de esta via es la produccion de renina por las células granulares del aparato
yuxtaglomerular. La liberacion de renina se regula por determinados estimulos; en general,
la movilizacién de Ca®', el AMPc y el GMPc pueden modular esta liberacién de renina
(Pedraza-Chaverri et al., 1989; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). Son inhibidores de esta
secrecion de Ang Il el péptido natriurético auricular, la sustancia P y ET-1; por otro lado, son
activadores la forskolina, la bradiquinina, la histamina y los agonistas de receptores PB-
adrenérgicos (Karlberg, 1983; Pinet et al., 1987; Pedraza-Chaverri et al., 1989; Rossi et al.,
1999). La disminucién de los niveles de Na* y de la presidn sanguinea activa la liberacion de

renina (Humphreys et al., 1975; Thrasher, 1994).
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Fig. 2: Esquema del sistema renina-angiotensina. Ang: angiotensina; ECA: enzima
conversora de angiotesina; AMPA: aminopeptidasa A; AMPM: aminopeptidasa M; NEP:

endopeptidasa neutra.

Ang |l ejerce sus efectos a través de la unién a receptores AT, y AT,, ambos acoplados

a proteinas G. Los receptores AT;, de los cuales se han caracterizado y clonado dos

isoformas, ATy, y ATy, se expresan en muchos tejidos incluyendo rindn, glandulas adrenales

y sistema cardiovascular (Murphy et al., 1991; Sasamura et al., 1992; Ito et al., 1995). Los

receptores AT, se expresan mayoritariamente en tejidos fetales, reduciéndose sus niveles

segln avanza el desarrollo. A pesar de ello, su expresion es detectable en drganos

reproductores, pancreas, rifidon, médula, corazén vy, al igual que los ATy, en la vasculatura

(Touyz y Schiffrin, 2000). A nivel vascular ambos receptores estdn localizados en células

endoteliales, células de musculo liso vascular (CMLV) y en fibroblastos (Nguyen y Touyz,

2011).
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Tras la unién de Ang Il a su receptor ATy, se activan una serie de cascadas de
sefializacion intracelular que regulan los efectos fisiologicos del péptido (Fig. 3). Asi, se
activa la fosfolipasa C (PLC), que rompe el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) en inositol
1,4,5-trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG); ambos producen la acumulacién de Ca** en el
citosol de las CMLV produciendo vasoconstriccién. Aunque el receptor AT; no posee
actividad quinasa per se, existen tirosina quinasas asociadas con este receptor, como c-Src,
gue permiten el inicio de los eventos de sefializacién a través de la activacion de varias
proteinas intracelulares como las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) o la
via JAK/STAT (janus quinasa/transductor de sefial y activador de la transcripcidn); esto
conduce a la transcripcién de genes, como las quinasas de adhesion focal (FAK) vy
adaptadores moleculares como p130cas, que regulan la proliferacién, adhesion vy
transformacién celular (Mehta y Griendling, 2007). Ademas, la activacién de diversas MAPK
como ERK1/2 (quinasa regulada por sefiales extracelulares), JINK1/2 (quinasa N-terminal de
jun) y p38, activa, entre otros, factores de transcripcién proinflamatorios como AP-1y NFkB,
qgque conducen a una regulacién positiva de procesos de inflamacién, diferenciacion,
proliferacién, migracién y fibrosis de las CMLV, asi como al incremento del estrés oxidativo
(Fig. 3) (Touyz y Schiffrin, 2000; Ruiz-Ortega et al., 2001; Wu et al., 2005; Cheng et al., 2010).
Por otra parte, Ang Il puede producir transactivaciéon de receptores de factores de
crecimiento tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR) o el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFR)
(Saito y Berk, 2001; Pagé et al., 2002; Andrae et al., 2008). A través de ATy, Ang Il también
regula la produccion de ROS procedente de diversas fuentes (Rajagopalan et al., 1996;
Schieffer et al. 2000; Alvarez et al., 2007; Dikalov et al., 2008; Zhao et al., 2015), asi como la
expresion y la actividad de COX-2, y en consecuencia, la liberacion de prostanoides (Mistry y
Nasjletti, 1990; Sarkis y Roman, 2004; Alvarez et al., 2007; Jaimes et al., 2008; Beltran et al.,
2009; Martinez-Revelles et al., 2013). Ademads, Ang Il puede activar a la fosfolipasa A, (PLA,)
(Rao et al., 1994) para producir acido araquidénico (AA), sustrato de COX-2 (Davidge, 2001).
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Fig. 3: Activacion de mecanismos contractiles y proinflamatorios por Ang Il a través de
receptores AT;: receptor de Ang Il tipo 1; Ang Il: angiotensina Il; AP-1: proteina
activadora-1; COX-2: ciclooxigenasa-2; DAG: diacilglicerol; ERK: quinasa regulada por
sefiales extracelulares; ET-1: endotelina-1; G: proteina G; IPs: inositol trifosfato; JNK:
quinasa N-terminal de jun; NADPHox: nicotin adenin dinucledtido fosfato oxidasa; NFkB:
factor nuclear activador de la transcripcidn de la cadena ligera k de linfocitos B; PIP,:
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PKC: proteina quinasa C; PLC: fosfolipasa C; RE: reticulo
endoplasmico.

A través de la unidn a los receptores AT,, Ang Il induce vasodilatacién en diversos tipos
de arterias aisladas que incluyen renales, cerebrales y mesentéricas (Widdop et al., 2003).
Esta relajacion puede ser dependiente (Arima et al., 1997; Matrougui et al., 1999) o
independiente (Dimitropoulou et al., 2001) de endotelio e implica vias de sefalizacién que
incluyen liberacion de oéxido nitrico (NO) (Matrougui et al., 1999), produccidon de
bradiquinina (Katada y Majima, 2002), activacién del citocromo P-450 (Arima et al., 1997) y
modulacién de la actividad de canales de K* (Arima et al., 1997; Dimitropoulou et al., 2001).
Ademas, a través de AT,, Ang Il estimula fosfatasas que defosforilan proteinas quinasas
como JAK y factores de transcripcion como STAT, los cuales, como se ha mencionado

anteriormente, estimulan la proliferacion de las CMLV (Widdop et al., 2003). Asi, esta via
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puede revertir, o al menos contrarrestar, los efectos proliferativos y promotores del

crecimiento celular mediados por la activacion de AT;.

Aunque el principal efector del SRA es la Ang ll, existen otros componentes con

acciones bioldgicas, los cuales se muestran en la figura 4.

An Il (2:8) Ang (1-9)

AT, AT, IRAP Mas

Vasoconstriccion
Estimulacidn del SNS
Liberacidn de aldosterona

Vasodilatacion
Liberacion de NO
Antihipertréfico

Activacion de NFkB
Induccién de MCP-1,
IL-6, TNFa,

Antihipertroéfico
Antiproliferativo
Inhibe migracion

Liberacién de ADH Antiproliferativo ICAM-1y PAI-1
Hipertrofia Antifibrético

Proliferacién Antiarritmico

Fibrosis Antitrombético

Estrés oxidativo

Fig. 4: Otras sustancias bioldgicamente activas del sistema renina-angiotensina,
receptores sobre los que actlan y sus principales efectos. ADH: hormona antidiurética;
Ang: angiotensina; AT: receptor de angiotensina; ICAM: molécula de adhesidn
intercelular-1; IL-6: interleuquina 6; NO: Oxido nitrico; IRAP: aminopeptidasa de
membrana regulada por insulina; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos-1;
NFkB: factor nuclear activador de la transcripcidn de la cadena ligera k de linfocitos B;
PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno; TNFa: factor de necrosis tumoral a.
Adaptado de Fyhrquist y Saijonmaa, 2008.

Ang lll (Ang 2-8): Hexapéptido generado por la protedlisis de la Ang Il llevada a cabo

por la aminopeptidasa A (Fig. 2). Utiliza los mismos receptores que Ang Il, por lo que tiene
efectos parecidos (Fig. 4), aunque puede ser mas importante en algunos procesos, como en

la liberacién de vasopresina (ADH) (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

Ang IV (Ang 3-8): Hexapéptido generado por la protedlisis de Ang lll llevada a cabo por

la aminopeptidasa M (Fig. 2). Realiza sus funciones a través de receptores AT,
recientemente identificados como aminopeptidasas reguladas por insulina (IRAP). Produce
activacion de NFkB, dando lugar a un incremento del inhibidor del activador del

plasminégeno (PAI-1), CCL2 (ligando del motivo C-C) o MCP-1, IL-6 y TNFa. Parece que Ang
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IV esta implicada en la respuesta inflamatoria vascular y, por tanto, podria jugar un papel en

la patofisiologia cardiovascular (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

Ang (1-9): Se genera por la protedlisis de la Ang | que produce la ECA-2 (Fig. 2). Se ha
descrito que es un regulador de la hipertrofia cardiaca (Ocaranza et al., 2010) y que puede
inhibir la proliferacién (Flores-Munoz et al., 2012) y la migracién de CMLV (Mckinney et al.,
2014). Produce sus efectos a través de la activacion de receptores AT, (Zheng et al., 2015a)

(Fig. 4).

Ang (1-7): La Ang Il también puede ser sustrato de la ECA-2 dando lugar a la Ang (1-7),
aunque este heptapéptido también puede originarse por la protedlisis de Ang (1-9)
producida por la endopeptidasa neutra o la ECA, asi como a partir de la Ang | por accién de
la endopeptidasa neutra (Fig. 2). Tiene una afinidad baja por receptores AT; (es un agonista
parcial), lo que le permite activar el receptor en ausencia de Ang Il pero actuar como un
antagonista en su presencia. Realiza sus funciones principalmente a través de receptores
Mas (Fig. 4), produciendo efectos como vasodilatacion o inhibicién de la proliferacion

(Ferrario et al., 2005; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).
Sistema renina-angiotensina en hipertension

La implicacién del SRA en hipertension no es un hecho discutido en la actualidad. Asi,
la hipertension se relaciona con un incremento en la actividad del SRA y en los niveles
circulantes de Ang Il, y se ha descrito que la infusién de Ang Il incrementa la presion arterial
(Ryan et al., 2004). Algunos autores han descrito niveles aumentados de AT; en
hipertensidn, receptor a través del cual Ang Il produce sus efectos hipertensivos (Dhar et al.,
2013; Bhatt et al., 2014). Todo ello justifica que, como se observa en la tabla 2, un gran
grupo de farmacos de eleccion en el tratamiento de la hipertension actie sobre el SRA a

diferentes niveles.

Ademas de los conocidos efectos a nivel central y renal, las acciones vasculares de Ang
Il pueden contribuir a explicar el incremento de la presion arterial atribuido al SRA. La Ang Il

no sélo esta implicada en la contraccién vascular, sino que, como hemos mencionado,
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induce efectos troficos sobre las CMLV a través de la activacién de distintas vias implicadas
en crecimiento, inflamacion, migracidon y respuestas fibréticas (Rajagopalan et al., 1996;
Touyz y Schiffrin, 2000; Ruiz-Ortega et al., 2001; Taniyama et al., 2004; Wu et al., 2005; Ruiz-
Ortega et al., 2006). Estos datos sugieren que Ang Il es crucial para la integridad y el
funcionamiento de la pared vascular, de manera que el incremento en los niveles de Ang Il
asociado a la hipertensidn juega un papel importante en las alteraciones, tanto funcionales
como estructurales, que se observan en dicha enfermedad (Mehta y Griendling, 2007). La
Ang |l participa en el remodelado vascular asociado a la hipertensidon regulando el
crecimiento celular, la hipertrofia/hiperplasia y la fibrosis tisular y facilitando la deposicion
de proteinas de matriz extracelular (Schiffrin y Touyz, 2004). En este sentido, pacientes
hipertensos tratados con IECAs o antagonistas de receptores AT, de Ang Il mostraron una
regresion significativa del remodelado vascular en grandes y pequefias arterias con
independencia de los cambios hemodindmicos (Malik et al., 2005; Boutouyrie et al., 2011;
Briet y Schiffrin, 2013). Estos cambios estructurales asociados a la hipertensiéon van
acompafiados de cambios funcionales en los cuales Ang Il juega un papel importante. Asi,
Ang Il aumenta la produccion de sustancias contractiles o las respuestas vasoconstrictoras
de las mismas y esta implicada en el deterioro de las relajaciones endotelio-dependientes

(Schiffrin y Touyz, 2004; Mehta y Griendling, 2007).

Entre los mecanismos por los que Ang Il contribuye a las alteraciones funcionales y
estructurales asociadas a la hipertension, destaca el aumento en la produccién de ROS, la
reduccion de la biodisponibilidad de NO y la induccion de la sintesis de prostanoides
(Rajagopalan et al., 1996; Schieffer et al., 2000; Alvarez et al., 2007; Dikalov et al., 2008;
Zhao et al., 2015). En secciones posteriores se presentaran evidencias del papel de estos
mediadores en la funcién y estructura vascular y de como su alteracién participa en la
fisiopatologia de la hipertensién. Ademas, el efecto proinflamatorio de Ang Il a nivel local
puede contribuir a las alteraciones vasculares que acompafian a la hipertensién. Asi, en
hipertensidon aumenta localmente la permeabilidad de los vasos mediante dafio endotelial
mediado por el incremento de la presidn arterial y por la liberacion de segundos mensajeros
activados por AT;, como prostaglandinas y el VEGF (Pagé et al., 2002; Suzuki et al., 2003).

Ademas de favorecer la infiltracion celular, Ang Il interviene en el reclutamiento de
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leucocitos a través de sus receptores AT; y AT,, modulando la expresiéon de E-selectina,
VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales por mecanismos que implican ROS y MAPK (Touyz,
2005). Por otra parte, en la microcirculacion mesentérica de rata se ha descrito que Ang Il
induce la adhesién de leucocitos a través del aumento en la expresién de P-selectina, E-
selectina e integrinas a4 y B2 (Alvarez et al., 2004). Ademas, Ang Il modula la produccidn de
citoquinas y quimioquinas que también intervienen en el proceso de reclutamiento de
leucocitos (Marchesi et al., 2008). Por ultimo, Ang Il participa en la reparacién del tejido
dafado mediante la activacién de la proliferacién y fibrosis que contribuyen al remodelado
vascular (Kurosaka et al., 2009; Louis et al., 2011). El aumento del estrés oxidativo y la
activaciéon de factores de transcripcion proinflamatorios como AP-1 y NFkB por Ang Il
también son esenciales para el desarrollo de este proceso inflamatorio (Touyz y Schiffrin,

2000; Ruiz-Ortega et al., 2001; Wu et al., 2005).
Endotelinas

La familia de las endotelinas son un grupo de péptidos vasoactivos que se generan
como pre-pro-péptidos, que tras 2 procesamientos adquieren su forma final como péptidos
de 21 aa. Esta familia comprende a endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) y endotelina-3
(ET-3); ademads, en murinos existe un péptido homdlogo de ET-2 llamado péptido vasoactivo
de contraccion intestinal (VIC), también conocido como endotelina-4 (ET-4), que se
diferencia de ET-1 en 3 aa y de ET-2 en 1 (Saida et al., 1989; Masuo et al., 2003). También
existen unos péptidos de 21 aa con dos puentes disulfuro, presentes en el veneno de las
serpientes de la familia Atractaspididae, llamados sarafotoxinas, que pertenecen a la familia
de las endotelinas y que tienen propiedades vasoactivas; el miembro mas conocido es la

sarafotoxina 6¢ (Ducancel, 2005).

Todos los miembros de la familia producen efectos presores. Cuando se inyecta ET-1
en bolo en arterias coronarias de cerdo se observa, en primer lugar, una relajacion del vaso
de unos 2 min de duracién que va seguida de una respuesta presora que ocurre entre los 10
y 20 min; a continuaciéon hay una depresién que dura entre 3 y 10 min, seguida de una

nueva respuesta constrictora de mas de una hora de duracién. Este aumento bifasico de la
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presion arterial no se observa con ET-3. ET-2 produce un efecto mas potente y duradero

mientras que ET-3 produce un efecto mds débil (Inoue et al., 1989).
ET-1

ET-1 fue aislada originalmente del sobrenadante de cultivo de células endoteliales de
aorta de cerdo (Yanagisawa et al., 1988) y constituye el miembro mas importante y
abundante de la familia de las endotelinas (Barton y Yanagisawa, 2008). En humanos, el gen
de ET-1 se encuentra en el cromosoma 6 y codifica un producto de aproximadamente 200
aa, pre-pro-endotelina-1, que es escindido por endopeptidasas neutras (furin-like pro-
protein convertase), dando lugar a un péptido de 39 aa denominado pro-endotelina o big
endothelin; este péptido, tras ser procesado por la enzima conversora de endotelina (ECE),
da lugar a un péptido de 21 aa, que serd la forma madura de ET-1; sin embargo, si es
procesado por una quimasa produce un péptido vasoactivo de 31 aa llamado ET-1(1-31),
gue posteriormente es transformado en ET-1 por la accién de endopeptidasas neutras (Fig.
5) (Fecteau et al., 2005; Barton y Yanagisawa, 2008). Una vez sintetizada, la ET-1 puede
secretarse mediante una via constitutiva (Harrison et al., 1995) y otra regulada a través de
cuerpos de Weibel-Palade (Doi et al., 2002), aunque se ha observado que los estimulos que

incrementan este tipo de liberacién inicialmente activan la transcripcion del gen (Doi et al.,

Radicales libres

2004).
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Trombina pre-pro-ET-1 NO, peptidos natriuréticos,
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Fig. 5: Esquema del procesamiento de pre-pro-endotelina-1 (pre-pro-ET-1). ECE: enzima
conversora de endotelina; Ang Il: angiotensina Il; NO: dxido nitrico.
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En el lecho vascular, ET-1 es producida principalmente en las células endoteliales,
aunque también puede ser generada en otros tipos celulares de la pared vascular
incluyendo CMLV o macréfagos infiltrados (Yanagisawa et al., 1988; Hahn et al., 1990; Hong
et al., 2004; Mencarelli et al., 2009). No obstante, su expresion no se limita al lecho vascular
ya que se puede encontrar en una amplia variedad de tejidos con niveles de expresion
variable (Randall et al., 1989; Giannessi et al., 2001). Desde el punto de vista fisioldgico, la
ET-1 regula multitud de funciones; tanto es asi, que los ratones KO para el péptido no son
viables y mueren tras el nacimiento (Kisanuki et al., 2010). A nivel vascular, uno de los
principales efectos de ET-1 es su contribucién al mantenimiento del tono basal (Haynes y

Webb, 1994).

El principal mecanismo de control de la produccién de ET-1 es la regulacién de la
transcripcién génica, principalmente por factores de transcripcién proinflamatorios como
AP-1 y NFkB, para los cuales el gen de la ET-1 posee elementos de respuesta (Lorenz et al.,
2009; Rodriguez-Pascual et al., 2011; Stow et al., 2011). Ademas, también es importante la
regulacion de la estabilidad de su mensajero mediante elementos ricos en AU en la region 3’
UTR (Reimunde et al., 2005). Existen diversos estimulos que pueden activar la expresién de
ET-1 como Ang Il (Cheng et al., 2003), trombina (Delerive et al., 1999), hipoxia (Doi et al.,
2004) y las lipoproteinas de alta densidad (Hu et al., 1994); también estd ampliamente
descrita la capacidad de las ROS de incrementar los niveles de ET-1 (Cheng et al., 2003;
Schiffrin, 2005). Por el contrario, PGE,, PGl,, y los péptidos natriuréticos auricular y cerebral

inhiben su produccién y su liberacién (Khimji y Rockey, 2010).

Receptores de ET-1

Hasta la fecha se ha descrito la existencia de 3 receptores de endotelina, ET,, ETg y ETg,
gue pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G. ET, y ETg muestran un
patréon de distribucion especifico de tejido y una diferente funcién en cada uno (Tabla 3)
(Khimji y Rockey, 2010). Sus pesos moleculares estan entre 45 y 50 kDa, y presentan una
homologia del 50% en su secuencia aminoacidica, a la vez que un alto grado de

conservacion en mamiferos (80-90 %) (Levin, 1995).
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Tipo de receptor Papel fisioldgico
Células endoteliales ETg Control del tono vascular, aclaramiento de ET-1 circulante
CML ETy, ETg Control del tono del musculo liso, proliferacion celular
Miofibroblastos ETa, ETg Contractilidad y sintesis de proteinas de matriz extracelular
L Proliferacidon celular, contraccidn, apoptosis inducida por
Cardiomiocitos ETp, ETg
hipoxia
Metabolismo energético hepatico (induccidn de glucégeno
Hepatocitos ETa ETg fosforilasa y de la gluconeogénesis), sintesis y metabolismo
de ET
Células del tubulo
ETg Reabsorcidon tubular

colector renal

Elongacion de la neurita, respuesta a estrés y apoptosis

Neuronas ET, ETg
neuronal
Proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, activacion
Osteoblastos ETp, ETg
de la sintesis de matriz extracelular ésea
Queratinocitos ETy, ETg Proliferacidon y melanogénesis
Adipocitos ETp, ETg Metabolismo lipidico y glucidico

Tabla 3: Distribucién de receptores de ET y papel fisiolégico. CML: células de musculo
liso. Adaptada de Khimji y Rockey, 2010.

ET, tiene 427 aa y estd codificado por un gen localizado en el cromosoma 4. Su
especificidad por ET-1 y ET-2 es mucho mayor que por ET-3. Estd principalmente expresado
en CMLV y cardiomiocitos (Schorlemmer et al., 2008; Deacon y Knox 2010). Se asocia a
proteinas Gg/G11 (Takigawa et al., 1995). La unién de ET-1 a los receptores ETA de las CMLV
puede dar lugar a una respuesta vasoconstrictora, por activacién de la PLC y aumento de la
concentracion de Ca2+ intracelular (Schiffrin, 2005; Bohm et al., 2007). Ademas, mediante la
activacion de estos receptores ET-1 ejerce una potente actividad mitogénica y actia como
mediador de la respuesta inflamatoria vascular por la activacion de distintas quinasas
(Chiloeches et al., 1999; Kodama et al., 2003; Luttrell y Luttrell, 2004; Schorlemmer et al.,
2008). Por otra parte, también se ha demostrado la capacidad de ET-1 para incrementar la
produccién de ROS (Laplante et al., 2005; Romero et al., 2010), activar PI3K (fosfatidil
inositol 3 quinasa) y factores de transcripcion proinflamatorios como AP-1 y NFkB

(Montezano et al., 2007; Hsieh et al., 2012), asi como diferentes isoformas de proteina
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quinasas (Chen et al., 2009). Estas vias de sefializacion llevan a la induccidon de moléculas de
adhesion celular o de enzimas proinflamatorias, incluyendo COX-2 (Montezano et al., 2007,

Peng et al., 2008; Hsieh et al., 2012) (Fig. 6).
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Fig. 6: Activacidn de distintas rutas de sefializacidn por ET-1 a través de receptores ETa;

en CMLV. AP-1: proteina activadora-1; ET,: receptor de ET-1 tipo A; ETg,: receptor de ET-

1 tipo B2; ERK: quinasa regulada por sefiales extracelulares; JNK: quinasa N-terminal de

jun; PKC: proteina quinasa C; Pyk2: proteina tirosina quinasa 2; MEK: quinasa de MAPK;

NFkB: factor nuclear activador de la transcripcidn de la cadena ligera k de linfocitos B;

Ras, Raf y Rac: pequeias GTPasas.

ETg tiene 442 aa y el gen que lo codifica se localiza en el cromosoma 13. Se han
observado dos variantes por splicing; una de ellas tiene 10 aa adicionales, pero su funcidn
no difiere del original; la otra tiene un dominio intracelular muy reducido y se cree que
funciona como mecanismo de aclaramiento de ET-1 (Battistini et al., 1994; Mizuguchi et al.,
1997; Davenport, 2002; Kohan et al., 2011). Posee la misma especificidad para todos los
péptidos de la familia de las endotelinas. Se une a proteinas Gs, Gi/Go y Go/G11 (Takigawa et

al., 1995). En humanos se encuentra una expresion elevada de ETg en rifién, higado y
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pulmdn, con un patrén de expresion que refleja los altos niveles del receptor en células
endoteliales y otras células similares, como las células epiteliales (Maguire y Davenport,
2015). A nivel vascular, los receptores ETg se localizan en el endotelio y en las CMLV, donde
tienen un papel controvertido, pues pueden producir efectos diferentes, e incluso opuestos.
Ademads, en condiciones patoldgicas puede cambiar su patron de expresion y de
funcionamiento (lIglarz et al., 2015; Zheng et al., 2015b). Algunos agonistas y antagonistas
son capaces de discriminar entre los receptores ETg presentes en endotelio y los que estan
en CMLV, permitiendo elaborar una clasificacion meramente funcional. Asi, ETp; esta
presente en células endoteliales y media aclaramiento de ET-1 (Fukuroda et al., 1994) y
vasodilatacién mediante la liberacién de PGl,, factor hiperpolarizante derivado de endotelio
(EDHF) y NO (Schiffrin, 2005; Bohm et al., 2007), mientras que ETg, esta presente en CMLV y
es responsable de la induccién de vasoconstriccion y proliferacién por mecanismos similares
a los mediados por ET, (Seo et al., 1994; Schiffrin et al., 1995b; Iglarz et al., 2015) (Fig. 6).
Por otra parte, ETg puede formar heterodimeros con otros receptores como ET,; este
receptor heterdlogo presenta un retraso en la internalizacion, produciendo un incremento

de Ca*" mas sostenido (Evans y Walker, 2008).

ETcse clond de los melandforos de Xenopus laevis y esta implicado en la movilizacién
de pigmentos. No se han encontrado homodlogos en mamiferos por lo que

farmacolégicamente su existencia es testimonial (Karne et al., 1993; Davenport, 2002).
Otros péptidos de la familia de las endotelinas

ET-1(1-31): Al igual que ET-1, ET-1(1-31) produce vasoconstriccion a través de
receptores ETn y ETg (Rossi et al., 1999; Maguire et al.,, 2001). Ademas, este péptido
proporciona una sefal quimiotactica mas potente que la de la propia ET-1 mediante el

incremento del Ca®* intracelular tras la activacion de receptores ET, (Cui et al., 2001)

ET-2/VIC: Es producida principalmente en rifién e intestino y ademas es clave en la
homeostasis energética, la termorregulacion y el mantenimiento de la morfologia y la
funcion del pulmon. Los ratones deficientes en ET-2 sufren retraso del crecimiento y muerte

prematura, mientras que aquellos deficientes en ET-2 sdlo en pulmdn muestran estructuras
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enfisematosas con hipoxemia crénica (Chang et al,, 2013). También se ha observado un
papel de ET-2 en la ovulacién y la formacion del cuerpo luteo (Cacioppo et al., 2014). Como

hemos comentado, VIC es el andlogo de ET-2 que se encuentra presente en murinos.

ET-3: Es producida principalmente en cerebro, intestino y células del tubulo renal
(Masaki, 1998). Se ha descrito que ET-3 esta implicada en el desarrollo del sistema nervioso
entérico (Gisser et al., 2013) y actua sobre el cerebro para regular la ingesta de sal
contribuyendo al mantenimiento de los niveles de Na* de los liquidos corporales (Hiyama et
al., 2013). Se une a receptores ETg; (Davenport, 2002) y ETg,, mostrando a través de estos
ultimos capacidad antiinflamatoria a bajas concentraciones (Sato y Ebina, 2013). Por otra

parte, es el Unico péptido de la familia que se une a ET¢ (Davenport, 2002).
Endotelina en hipertension

El sistema endotelina estd implicado en el desarrollo de diversas patologias como
insuficiencia cardiaca, arterioesclerosis y diabetes (Schiffrin, 2005; Giachini et al., 2008). En
algunos modelos de hipertensidn el incremento de presién arterial se ha correlacionado con
un aumento en la sintesis vascular de ET-1 (Schiffrin, 2001). Asi, en la hipertension inducida
por sal, el tratamiento con un antagonista de receptores de ET-1 reduce la presion arterial
(Schiffrin et al., 1995a) y revierte el remodelado hipertréfico que se produce en esta
patologia (Li et al., 1994). Sin embargo, en el modelo de hipertensidon genética de las ratas
espontdaneamente hipertensas (SHR), la ET-1 no parece jugar un papel importante, aunque

la respuesta vasoconstrictora a ET-1 esta incrementada (Montagnani et al., 1999).

En pacientes con hipertension esencial se han observado elevadas concentraciones
plasmaticas de ET-1 (Saito et al., 1990, Haak et al., 1992), aunque también se han reportado
niveles normales (Schiffrin y Thibault, 1991). En realidad nunca se ha establecido una
correlacién demasiado consistente en pacientes hipertensos entre los niveles plasmaticos
de ET-1 y la hipertension, a excepcion de en pacientes afroamericanos (Ergul et al., 1996),
pacientes con deterioro en el aclaramiento renal (Hoffman et al., 1994) o en casos de
hipertension severa (Schiffrin et al., 1997). Por otra parte, el organismo es capaz de aclarar

el péptido con mucha eficacia (Khimji y Rockey, 2010; Khalil, 2011). El hecho de que los



Roberto Palacios Ramirez

niveles de ET-1 no estén aumentados no es muy significativo porque se le considera un
factor que actia de forma autocrina/paracrina; asi, la ET-1 sintetizada por las células
endoteliales se libera de forma polarizada hacia la pared del vaso, donde actia sobre las
CMLV, y no hacia la circulacion; en cualquier caso, aunque los niveles de ET-1 no sean muy
elevados, el péptido puede producir efectos en la vasculatura, de manera que, a
concentraciones tan bajas que no producen contraccidon, ET-1 puede potenciar la
contractilidad a otras sustancias vasoactivas (Gondre y Christ, 1998; Garcia-Villalon et al.,
2008; Sanchez et al., 2014b), mecanismos estos que estan incrementados en pacientes
hipertensos (Haynes et al., 1994). Ademas, se ha descrito que la vasoconstriccion inducida
por administracion exdégena de ET-1 es mas acentuada en pacientes hipertensos que en
normotensos y se correlaciona positivamente con la presién arterial media sélo en
individuos hipertensos (Schiffrin y Thibault, 1991). Otro de los mecanismos que explican el
papel de ET-1 en la hipertensién es el cambio en la distribucidon de sus receptores. Asi, se ha
observado en diversos modelos animales y en pacientes afroamericanos una menor
proporcion de receptores ETy vasodilatadores/vasoconstrictores (Touyz y Schiffrin, 2003;
Shreenivas y Oparil, 2007; Sandhu et al., 2010; Sanchez et al., 2014b) y hay estudios que
demuestran incremento en los niveles de ET, en hipertension (Hocher et al., 1996; Cao et

al., 2013; Sanchez et al., 2014a).

ET-1 también puede participar en la hipertensién como consecuencia de la induccion
de mecanismos que favorezcan el proceso inflamatorio en la pared vascular. Asi, ET-1
incrementa el estrés oxidativo mediante la activacion de diferentes fuentes como NADPH
oxidasa (Banes-Berceli et al., 2005; Romero et al., 2010; Sanchez et al., 2014b), xantina
oxidasa (Viel et al., 2008), mitocondria (Callera et al., 2006) o la eNOS desacoplada (Loomis
et al., 2005; Iglarz y Clozel, 2010). Este incremento de ROS conduciria a la estimulacién de
los factores de transcripcion NFkB y AP-1, a la expresion de genes redox-sensibles, a la
regulacién positiva de moléculas de adhesién y a otros mecanismos que conducen a la
atraccion de macréfagos y neutrdfilos hacia la pared vascular; todo ello, junto con la
estimulacion de factores de crecimiento, origina el crecimiento y la respuesta inflamatoria

gue caracteriza algunos modelos de hipertensién; ademds, se ha descrito que ET-1
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incrementa la expresiéon de enzimas inflamatorias como COX-2 en CMLV y células

endoteliales (Montezano et al., 2007; Peng et al., 2008).

Por otra parte, la ET-1 se ha postulado como un mediador importante para explicar
algunos efectos hemodindmicos asi como el dafio cardiovascular inducidos por Ang Il en
hipertension (Rossi et al., 1999). Asi, la Ang Il incrementa la liberacion de ET-1y la expresion
del ARNm de pre-pro-ET-1 (Alexyer et al., 2001; An et al., 2006), y el tratamiento con IECAs
normaliza los incrementados niveles plasmaticos de ET-1 en pacientes hipertensos (Uemasu
et al., 1994). Ademads, algunos efectos producidos por la infusién de Ang Il como la
hipertension, proliferacién, los cambios en la funcién endotelial y los efectos renales se
atendan con antagonistas de receptores de ET-1 (Rajagopalan et al., 1997; Montanari et al.,
2003; Hong et al., 2004). El primer ensayo clinico de un antagonista de receptores ET,/g de
ET-1 en hipertension esencial fue publicado en 1998 (Krum et al., 1998). En este estudio se
observd que a la dosis mas elevada (2 g/dia), el farmaco reducia la presién arterial de forma
similar a una dosis de 20 mg/dia de enalapril (un IECA). En otro ensayo clinico, darusentan,
un antagonista parcialmente selectivo por ET,, también redujo la presién arterial, sin
efectos secundarios importantes a corto plazo (Nakov et al., 2002). Este mismo farmaco
redujo tanto la PAS como la PAD en pacientes con hipertension resistente (Weber et al.,
2009; Bakris et al., 2010; Reichetzeder et al., 2014). Por lo tando, estos fdrmacos podrian
suponer una buena alternativa, no sélo para estos pacientes resistentes, sino también para
pacientes de raza negra (afroamericanos), donde, como ya hemos dicho, se encuentran

mayores niveles de ET-1 plasmatica (Ergul et al., 1996).

Ciclooxigenasa

Los prostanoides o eicosanoides derivan del AA, el cual procede de la hidrdlisis de los
fosfolipidos de membrana llevada a cabo por la PLA,, y que serd sustrato para la COX o
prostaglandina H, endoperdxidosintasa. La COX posee dos actividades enzimaticas, una
oxigenasa, que incorpora dos moléculas de oxigeno al AA convirtiéndolo en PGG,, y una
peroxidasa, que cataliza la reduccion de PGG; dando lugar al producto final PGH, (Davidge,
2001). La PGH,; es la molécula precursora de todos los prostanoides que seran generados

por la accién de sintasas especificas; todas las sintasas se expresan en el lecho vascular por
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lo que la sintesis de prostanoides se puede llevar a cabo completamente en la pared del
vaso (Tang y Vanhoutte, 2008). Las dos enzimas limitantes en la produccion de prostanoides
son la PLA; y la COX. Los prostanoides mas comunes son prostaciclina o PGl,, PGE;, PGD,,
PGF,, y TXA,, los cuales median sus efectos por unidn a receptores acoplados a proteinas G
especificos (Fig. 7). El receptor del TXA,, TP, se asocia con proteinas G,/G11; PGE; se une a 4
subtipos de receptores: EP; se asocia a G4/G11, EP; a Gs, EP3 @ Go/G11y EP4 @ Gi/G,; PGD; se
une a dos subtipos de receptores, DP; que se asocia a proteinas Gs y DP, que se asocia a
Gi/G,; el receptor de PGF,, FP se asocia a Gs y por ultimo, el receptor de PGl, IP se asocia a

proteinas Gi/Go y Go/G11.

Respecto al efecto sobre el tono vascular, la PGl,, PGE, y PGD, producen
vasodilatacién por unidon a sus respectivos receptores especificos IP, EP,/EP; y DP;,
mediante la activacion de la adenilato ciclasa que conduce a un incremento del AMPc.
Ademas, la PGE,, la PGF,, y el TXA; por unién a sus respectivos receptores EP;, FP y TP
producen contraccién mediante la activacidon de la PLC que conduce a un incremento del
Ca?* intracelular; PGE, a través del receptor EP3; produce un efecto contrdctil por la
inhibicién de la adenilato ciclasa y la subsecuente reduccién del AMPc (Bos et al., 2004) (Fig.
7). Adicionalmente, los prostanoides ejercen otros importantes efectos en la vasculatura.
Asi, pueden regular la agregacion plaquetaria, de manera que el TXA; y la PGE, (a través de
receptores EP3) aumentan esta agregacion, mientras que la PGl, y la PGD; la disminuyen
(Bos et al., 2004; Sorg et al., 2015). Ademas, el TXA, y la PGE, (a través de EPs3) tienen
efectos proinflamatorios, proaterogénicos y proangiogénicos (Ben-Av et al., 1995; Harizi et
al., 2008; Kondeti et al., 2015), mientras que la PGD,, su metabolito 15dPGJ, y la PGI; tienen
efectos antinflamatorios; PGl, también posee efectos antiaterogénicos (Cipollone y Fazia,

2006; Ahmed et al., 2011; Seno et al., 2011; Dewachter et al., 2015).
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Fig. 7: Esquema de la ruta de sintesis de los prostanoides y su efecto sobre el tono
vascular. AA: acido araquiddnico; AC: adenilato ciclasa; AMPc: adenosin monofosfato
ciclico; DP;: receptor de PGD,; EP,,: receptores de PGE,; FP: receptor de PGF,,; IP:
receptor de PGl,; PG: prostaglandina; PLA,: fosfolipasa A,; TP: receptor de TXA,.

Hasta el momento se han identificado 3 isoformas de COX, COX-1, COX-2 y COX-3
(Botting, 2000), siendo las dos primeras las mejor conocidas. Estas dos isoformas poseen
una elevada homologia entre ellas (60-65%) y una actividad catalitica similar, pero su
regulacidn es muy diferente y sus genes se encuentran en diferentes cromosomas, estando
COX-1 en el 9 y COX-2 en el 1. Las dos se localizan en la membrana del reticulo
endopldasmico y en la envoltura nuclear en proporciones iguales (Spencer et al., 1998,
Davidge, 2001). COX-3 parece ser una variante por splicing alternativo de COX-1 que no
elimina el primer intrén; esta forma es mas abundante en cerebro (Botting, 2000;

Chandrasekharan et al., 2002).

COX-1 es una proteina de 69 KDa que se expresa de forma constitutiva en la mayoria

de los tejidos como plaquetas (Smith y Langenbach, 2001), mucosa gastrica (Peskar, 2005),
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rifiones (Khan et al., 1998) y en la pared vascular (Briones et al., 2005). Aunque su expresion
no es regulable por citoquinas ni péptidos vasoactivos, se ha descrito que puede ser

inducida por estrés mecanico (Wang et al., 1993; Doroudi et al., 2000).

COX-2 es una proteina de 72 KDa que se considera la isoforma inducible de COX. Se
induce en la mayoria de los tejidos, sobre todo por estimulos inflamatorios, aunque también
se expresa constitutivamente en determinadas zonas del cerebro (Andresen et al., 2006),
rifdn (Vane et al., 1998), tejido gastrointestinal (Zimmermann et al., 1998), asi como en
células vasculares procedentes de arterias de resistencia (Hernanz et al., 2003; Briones et
al., 2005) y de conductancia (Alvarez et al., 2005). Es la principal fuente de prostanoides
vasoactivos en presencia de mediadores proinflamatorios como las citoquinas (Briones et
al., 2005; Martin et al., 2012), endotoxinas bacterianas como el lipopolisacarido bacteriano
(Hernanz et al., 2004), o péptidos vasoactivos como Ang Il (Hu et al., 2002; Alvarez et al.,
2007; Beltran et al., 2009) o ET-1 (Peng et al., 2008). La expresion de COX-2 puede ser
regulada a nivel transcripcional, postranscripcional o postraduccional. La activacién de
distintas rutas mediadas por MAPK, como ERK1/2 (Ohnaka et al., 2000), p38 MAPK (Beltran
et al., 2009) o JNK (Nieminen et al., 2005), constituye un punto clave en la regulacion a nivel
transcripcional de la expresién de COX-2. Ademads, COX-2 posee en su promotor sitios de
union a factores de transcripcion proinflamatorios como AP-1 o NFkB (Tsatsanis et al.,,
2006). La regulacidn a nivel postranscripcional también es clave en la expresién de COX-2.
En el extremo 3° del ARNm de COX-2 se localizan secuencias AUUUA, denominadas
secuencias ARE (elemento rico en AUs), que regulan su estabilidad. Estas secuencias son
reconocidas por proteinas como AUF-1 (Cok et al., 2004), HuR (Doller et al., 2007; Aguado et
al., 2015) o B-catenina (Lee y Jeong, 2006), que modifican la estabilidad y la eficiencia
traduccional del ARNm. Tanto p38 MAPK (Dean et al., 1999; Duque et al., 2006; Di Mari et
al., 2007) como PI3K y PKC (Cao et al., 2007) contribuyen al incremento de la expresion de

COX-2 aumentando la estabilidad de su ARNm, ademas de incrementando la transcripcion.

Los isoprostanos, como el 8-isoprostano PGF,,, son sustancias similares a prostanoides
gue se generan a partir del AA mediante la oxidacién no enzimatica producida por radicales

libres in vivo; ademas, se ha reportado la producciéon de isoprostanos dependiente de COX-2
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(Tomida et al., 2003; Alvarez et al., 2007). Estos isoprostanos poseen propiedades
vasoconstrictoras (Cracowski et al., 2001) debido, principalmente, a su capacidad para

activar receptores TP (Audoly et al., 2000).

En los vasos sanguineos, los principales productos de la capa media y la intima son la
PGl, y la PGE,, mientras que en plaquetas se produce principalmente TxA;; no obstante, la
PGH, liberada de las plaquetas puede ser usada por las células endoteliales para producir
PGl, y la liberada por las células endoteliales puede ser usada por las plaquetas para
producir TXA,. En condiciones fisiolégicas, existe un equilibrio entre la sintesis de
prostanoides vasodilatadores y vasoconstrictores que participan en la modulacion del tono
vascular, especialmente PGl, y TXA,; sin embargo, en determinadas situaciones patolégicas,
se produce un desbalance con aumento en la formacidn de prostanoides vasoconstrictores

(Weksler, 2015).
COX-2 en hipertension

En pacientes con hipertension esencial (Taddei et al., 1997; Virdis et al., 2013) y en
distintos modelos animales como ratas SHR (Garcia-Cohen et al., 2000; Briones et al., 2002;
Blanco-Rivero et al., 2005; Alvarez et al., 2005; 2007), DOCA-Salt (Adeagbo et al., 2005),
Dahl “SALT sensitive” (Jaimes et al., 2008) o en ratones Cx40 (Krattinger et al., 2009), se ha
descrito un incremento en la expresion de COX-2, asi como en la produccion de
prostanoides contractiles como TXA,, PGF,, y PGE;; ademas, se ha observado un aumento
de PGl,, que aunque en condiciones fisiolégicas posee efecto vasodilatador, cada vez existen
mas indicios de que en hipertension puede producir efectos contractiles por su unién a
receptores TP (Félétou et al.,, 2011; Hernanz et al., 2012). Los prostanoides y otras
sustancias similares como los isoprostanos estdn implicados en el incremento de las
respuestas vasoconstrictoras y en la disfuncion endotelial que caracterizan la hipertensién
(Alvarez et al., 2005; Martinez-Revelles et al., 2013; Hernanz et al., 2014; Kida et al., 2014;
Avendafio et al., 2016) actuando, principalmente, a través de receptores TP (Alvarez et al.,
2005) y EP; (Avendafio et al., 2016). Ademas, los prostanoides derivados de COX-2

intervienen en las alteraciones estructurales vasculares observadas en hipertension,
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modulando la deposicidn de matriz extracelular a través de receptores EP; (Avendafio et al.,

2016) y TP (Virdis et al., 2012).

La sobreactivacién del SRA en hipertensién estd implicada en la aumentada expresion
de COX-2, siendo ésta reducida por el tratamiento con antagonistas AT; (Alvarez et al.,
2007; Jaimes et al., 2008). Ademas, apoyando esta hipdtesis, se ha descrito que la infusion
de Ang Il induce la expresion de COX-2 (Martinez-Revelles et al., 2013) asi como la actividad
y la produccidon de prostanoides derivados de esta enzima (Wang et al., 2008; Martinez-
Revelles et al., 2013; Hernanz et al., 2014; Avendafio et al., 2016). A pesar de ello, algunos
autores han observado que ratones deficientes en COX-2 no estaban protegidos contra la
hipertension inducida por Ang Il (Avendafio et al., 2016). Por otra parte, ET-1 incrementa la
expresion de COX-2 a través de diferentes mecanismos (Montezano et al., 2007; Peng et al.,
2008) y los derivados de COX-2 participan en algunos de los efectos vasculares de este
péptido (Granstam et al., 1991; Jiang et al., 2007). Por lo tanto, el aumento del sistema de
endotelina en hipertensidon también puede guardar relacion con la incrementada activacion
de COX-2 que se observa en esta patologia. Adicionalmente, las ROS, que juegan un
importante papel en los efectos inducidos por Ang Il y por ET-1, también pueden aumentar
la expresidon y la actividad de COX-2 (Feng et al., 1995; Alvarez et al., 2007; Jaimes et al.,
2008; Martin et al., 2012).

Debido a la implicacién de derivados de la COX-2 en hipertensién, se ha estudiado el
uso de inhibidores de estas enzimas en el tratamiento de la patologia hipertensiva. Asi, los
inhibidores de COX-2 pueden reducir el incremento de presién arterial, tanto en SHR como
en ratones infundidos con Ang Il (Tian et al., 2012; Martinez-Revelles et al., 2013). A pesar
de ello, el uso de estos farmacos esta desaconsejado porque interfieren con la funcién renal
y también incrementan los eventos cardiovasculares, especialmente ictus e infarto de
miocardio (Bhosale et al., 2015), si bien la inhibicion no selectiva de COX (antiinflamatorios
no esteroideos, AINEs) también se asocia con un incremento en el riesgo cardiovascular,
ademads de multitud de efectos secundarios deletéreos como trastornos gastrointestinales,
dafio renal, sangrados e inicios de asma (Antman et al.,, 2005; Brune, 2005; Sudano et al.,

2012). Estos efectos pueden deberse al deterioro, tanto en la produccién de prostanoides
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gue promueven el daifo vascular, como el TxA,, como en la de los que tienen un efecto
protector, como la PGl,. Ademas hay que tener en cuenta que estos farmacos, al interferir
con la funcién renal, pueden producir un incremento en la presién arterial (Brune, 2005;

Sudano et al., 2012; Bhosale et al., 2015).

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 de la
pared vascular. Tienen una vida media muy corta y son altamente reactivas, lo que las
convierte en segundos mensajeros muy eficaces que participan en una gran variedad de
rutas de sefializacién celular (Simon et al., 1998; Griendling et al., 2000). Entre las ROS se
incluyen el anién superéxido (0;), el perdxido de hidrégeno (H,0,), el radical hidroxilo (OH)
y el peroxinitrito (OONQ’). El O,, que se genera a partir del oxigeno molecular por adicién
de un electrdn, posee un electrén desapareado, lo que le hace ser muy reactivo, inestable y
tener una corta vida media. En solucién acuosa se comporta como un agente oxidante que
se reduce a H,0,, bien espontaneamente o por la reaccién catalizada por el enzima
superoéxido dismutasa (SOD), o como un agente reductor, combinandose con el NO para dar
lugar al ONOO™ cuando los niveles de NO se encuentran en el rango nanomolar. El H,0;, a su
vez, puede descomponerse en H,0 por accién de las enzimas catalasa y glutation
peroxidasa, o puede ser reducido a OH en presencia de moléculas que contienen Fe?*,

mediante la reaccién de Fenton (Touyz y Schiffrin, 2004) (Fig. 8).
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Fig. 8: Esquema de la produccién de especies reactivas de oxigeno. COX: ciclooxigenasa;
eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial; NADPH oxidasa: nicotin adenin dinucledtido
fosfato oxidasa; NO: éxido nitrico; SOD: superdxido dismutasa.

Tipos de ROS

Anidn superoxido

El O, es un importante modulador de la fisiologia vascular participando en procesos
de remodelado, produciendo efectos vasoconstrictores en muchos lechos vasculares vy
modulando las respuestas vasculares inducidas por otros agonistas (Shen et al., 2000; Yang
et al., 2002; Hernanz et al., 2003; Ishihara et al., 2008; Alvarez et al., 2008). Ademas, supone
uno de los mecanismos mediante los cuales se reduce la biodisponibilidad de NO, ya que
este anidén puede reaccionar quimicamente con NO para producir ONOQO’, otra poderosa
especie reactiva de oxigeno (Drummond et al., 2011). El O, también oxida al cofactor de la
isoforma endotelial de la NOS (eNOS), la tetrahidrobiopterina (BH4), produciendo el
desacoplamiento de esta enzima que deja de producir NO y produce O, (Laursen et al.,
2001). Ademss, el O, es un segundo mensajero muy importante en la sefalizacion celular
regulando la proliferacion y migracién de CMLV (Xu et al., 2015), la apoptosis de células
endoteliales, la expresion de moléculas de adhesidn, la angiogénesis y la expresién de genes
inflamatorios; ademas, constituye un mecanismo de defensa de diversas células del sistema

inmune (Dimmeler y Zeiher, 2000; Taniyama y Griendling, 2003). O, activa diversas vias de
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sefializacion como las de MAPK o la de Akt (Lee y Yang, 2012), las cuales conduciran a la
activacion de factores de transcripcion proinflamatorios como AP-1 o NFkB (Tsai et al., 2012;
Lee y Yang, 2012; Rodrigo et al., 2013), que a su vez activaran la transcripcién de genes
proinflamatorios como las moléculas de adhesiéon ICAM-1 y VCAM-1 o de quimioquinas
como MCP-1 (Lee y Yang, 2012; Rodrigo et al., 2013). Como se ha comentado
anteriormente, uno de los mecanismos por los que O, contribuye tanto a los procesos
inflamatorios como a la regulacién del tono vascular es actuando sobre la expresion y la

actividad de COX-2 y sus derivados (Martinez-Revelles et al., 2013; Mufoz et al., 2015).

Perdxido de hidrégeno

A diferencia del O,, el H,O, es una especie reactiva de oxigeno muy estable; al no
tener carga se le suponia capaz de atravesar las membranas bioldgicas, aunque hay autores
gue discrepan de este hecho y afirman que necesita acuoporinas para penetrar por difusién
facilitada (Bienert et al., 2006; Bienert y Chaumont, 2014). H,0O, también es un segundo
mensajero implicado en multitud de vias de sefializaciéon que regulan la proliferacién celular,
la produccién de estrés oxidativo (Barchowsky et al., 1995; Mendes et al., 2003; Li et al.,
2006), la permeabilidad endotelial (Siflinger-Birnboim et al., 1992) y la induccién de
mediadores proinflamatorios como el TNFa, moléculas de adhesién y COX-2 (Lo et al., 1993;
Nakamura y Sakamoto, 2001; Lu y Wahl, 2005; Cao et al., 2006; Nakao et al., 2008; Lee y
Griendling, 2008; Martin et al., 2012).

En cuanto a la funciéon vascular, la accion del H,0, es controvertida. Por un lado,
algunos autores han encontrado que produce vasodilatacidon, habiendo sido identificado en
algunos lechos vasculares como el EDHF (Matoba et al., 2000; Yada et al., 2003; Shimokawa
y Matoba, 2004). Por otro lado, el H,0, también produce vasoconstriccion; asi, en
condiciones basales, el H,0, produce contraccion en aorta, arteria pulmonar, arteria
mesentérica superior y cerebral de rata (Rodriguez-Martinez et al., 1998; Gao y Lee, 2001;
Hernanz et al., 2003; Santiago et al., 2013). Incluso, en algunos casos, se ha descrito que
H,0, produce una respuesta bifdsica, con una fase contractil inicial seguida de relajacion
(Gao et al., 2003; Garcia-Redondo et al., 2009). Estos efectos vasculares son producidos a

través de distintos mecanismos, entre los que destaca el incremento en la produccion de
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derivados de COX (Rodriguez-Martinez et al., 1998; Gao y Lee, 2001; Thakali et al., 2007,
Garcia-Redondo et al., 2009). En este sentido, se ha descrito que H,0, aumenta la actividad

y la expresién de COX-2 (Karaa et al., 2006; Li et al., 2011; Martin et al., 2012).
Otras ROS

El radical OH es extremadamente reactivo pero no es difusible, por lo que causa dafio
local donde es generado. A nivel vascular esta descrito que puede causar contraccién (Li et
al., 2004) o vasodilatacion a través de la activacidon de la guanilato ciclasa soluble (Marin y

Rodriguez-Martinez, 1995).

El ONOO es una especie reactiva de oxigeno altamente tdxica cuya estabilidad 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 peroxidacion lipidica y la oxidacidn, nitracion o nitrosilacion de gran cantidad de proteinas
modificando su funcidn (Beckman y Koppenol, 1996). Ya hemos comentado que se forma
por la reaccion quimica entre el O, y el NO. A nivel vascular, el ONOO™ produce el
desacoplamiento de eNOS por dos vias, mediante la oxidacién del complejo Zn tiolato (Zou
et al.,, 2002) o mediante la oxidacion de BH4 (Chen et al., 2010); en este sentido, se ha
descrito que ONOO™ es mucho mds potente oxidando BH4 que el O, (Laursen et al., 2001,
Félétou y Vanhoutte, 2006). Ademds, puede inhibir la guanilato ciclasa regulando su
expresion y su actividad (Minzel et al., 2005), aunque también se le atribuyen acciones
vasodilatadoras actuando sobre la guanilato ciclasa y mediante la liberaciéon de un factor

relajante de naturaleza desconocida (Marin y Rodriguez-Martinez, 1995).
Fuentes de ROS

NADPH oxidasa

Entre las diversas fuentes que generan ROS, la NADPH oxidasa es la Unica que tiene
esta produccion como funcién principal; el resto de fuentes producen ROS bien de forma
secundaria a su funcién o bien debido a un mal funcionamiento. La NADPH oxidasa es un

complejo enzimatico formado por diferentes unidades, varias citosdlicas, que tienen una
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funciéon reguladora, y otras transmembrana. Las unidades transmembrana son p22phox y
una subunidad catalitica que puede ser de 7 tipos diferentes (NOX-1-5 y DUOX-1-2, también
denominadas NOX-6-7) (Fig. 9). Las subunidades NOX transportan electrones a través de
membranas bioldgicas para reducir el O, a O,, utilizando NADPH como donador de
electrones. Se identificaron por primera vez en fagocitos, siendo NOX-2 la subunidad

presente en este tipo celular (Griendling, 2004).

p22phox p22phox p22phox

Lo o

NOX1

p22phox

Fig. 9: Familia de NADPH oxidasas: isoformas de la subunidad catalitica y subunidades
no catalitica. R: GTPasa Racl. Adaptada de Bedard y Krause, 2007.

La subunidad p22phox se encuentra anclada a la membrana interaccionando con una
subunidad catalitica, a excepcién de NOX-5 y las DUOX, que no se asocian con ninguna
subunidad adicional (Bedard y Krause, 2007). El resto de subunidades son reguladoras y
estan implicadas en el ensamblaje del complejo en la membrana [p47phox, NOXO1 (NOX
organizer 1), TSK4/5 y p40phox] y en la activacion del enzima [p67phox y NOXA1 (NOX
activator 1)] (Lopes et al., 2004; Touyz et al., 2011). Ademas, Racl, una GTPasa, actla como

activador de algunas subunidades de NOX (Bedard y Krause, 2007).

Las subunidades cataliticas NOX-1, NOX-2, NOX-4 y NOX-5 se expresan en células

endoteliales y CMLV de la pared vascular; ademds, en fibroblastos adventiciales se
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encuentran NOX-4 y NOX-2, y esta ultima subunidad también se expresa en fagocitos
(Griendling, 2004; Drummond et al., 2011). Estas subunidades producen O,’, a excepcion de
NOX-4, que produce preferentemente H,0, (Dikalov et al., 2008). La produccién de ROS por
estas enzimas se regula, en algunos casos, a nivel de expresion; asi, la expresion de NOX-1y
NOX-2 es incrementada por gran variedad de estimulos como estrés mecdnico, Angll, ET-1 0
aldosterona (Laplante et al., 2005; Wei et al., 2010; Touyz et al., 2011), muchos de los cuales
estan presentes en determinadas situaciones patoldgicas (Lasségue et al., 2012). A NOX-4 se
le suele atribuir la funcién de producir ROS de forma constitutiva (Chen et al., 2012); sin
embargo, se ha visto que su expresion puede ser incrementada bajo ciertos estimulos como
hipoxia (Craige et al., 2011), TGF-B1 (Cucoranu et al., 2005), Ang Il (Lee et al., 2013) o estrés
mecanico (White et al., 2011). Paraddjicamente, también se ha descrito que Ang Il
disminuye los niveles de NOX-4, contradiccién que puede deberse a diferencias en los
modelos experimentales utilizados en los diferentes estudios (Touyz y Montezano, 2012).
Desde hace unos afios se le otorga a NOX-4 un papel protector a nivel vascular (Touyz y
Montezano, 2012). En el caso de NOX-5, su actividad es regulada por la concentracion de
Ca’" intracelular, pues tiene 4 dominios similares a calmodulina con capacidad de unir Ca**

(EF hys) (Drummond et al., 2011).

Otras fuentes de ROS

La xantina oxidasa (XO) y la xantina deshidrogenasa, conocidas como xantina
oxidorreductasa (XOR), catalizan secuencialmente la oxidacién de hipoxantina a xantina y
posteriormente de ésta a acido Urico, mediante la reduccién de NAD" (deshidrogenasa) o de
oxigeno molecular (oxidasa); cuando utiliza el oxigeno como aceptor produce la liberacion
de O, y H,0, (Harrison, 2002; Hernanz et al., 2014). Se han detectado altos niveles de
actividad oxidorreductasa en algunas células endoteliales de microvasos. La enzima se
encuentra en el citoplasma y en la parte externa de la membrana celular (Harrison, 2002).
Tiene un papel importante en el dafio producido por los procesos de isquemia-reperfusion y
en otras patologias; en estas circunstancias, puede ser liberada a la circulacidon por higado e
intestino y se puede unir a la membrana de células endoteliales mediante

glicosaminoglicanos, incrementando el dafio vascular (Harrison, 2002; Cantu-Medellin y
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Kelley, 2013; Hernanz et al., 2014). Ang Il puede incrementar los niveles de proteina de XO

asi como su actividad (Landmesser et al., 2007).

Otra de las principales fuentes de ROS es la cadena respiratoria mitocondrial, donde
hay varios sitios en los cuales el oxigeno puede ser reducido a O, siendo los principales los
complejos | y lll. Este superdxido es rapidamente dismutado a H,0, por la Mn-SOD y por la
Cu/Zn-SOD (Dikalov, 2011; Widlansky y Gutterman, 2011). Cuando la mitocondria funciona
con normalidad, la produccién de O, es pequeifia; sin embargo, esta produccidon aumenta en
diferentes condiciones como arteriosclerosis, isquemia/reperfusion, envejecimiento e
hipertension (Dikalova et al., 2010). En este sentido, Ang Il incrementa la producciéon de ROS
mitocondrial, disminuye el potencial de membrana y reduce el control respiratorio de la

célula (Dikalova et al., 2010).

Aunque la funcidn de la eNOS es producir NO mediante la conversién de L-arginina en
L-citrulina, en circunstancias especiales como déficit de sustrato o del cofactor necesario
BH,, esta enzima puede producir O,  y H,0, (Hong et al., 2001; Landmesser et al., 2003). La
COX también puede actuar como fuente de ROS; asi, a través de su funcidon peroxidasa
puede oxidar NADPH a NADP generando O, al tiempo que produce prostaglandinas
(Kukreja et al., 1986; Wolin et al., 2002). Por otra parte, los prostanoides derivados de COX
como TXA,, PGF,, y el 8-isoprostano F,, pueden producir un incremento de las ROS a través
de la activacién de NADPH oxidasa, mientras que PGl, puede reducir este efecto (Muzaffar
et al., 2004). PGE, puede incrementar o reducir la produccién de ROS, aunque el mecanismo

no esta claro (Hernanz et al., 2014).

Autoperpetuacion de la produccién de ROS

Una de las caracteristicas de la producciéon de ROS es que su produccion desde una
fuente puede activar la de otra fuente, produciendo un “circulo vicioso” que perpetua el
estrés oxidativo. Ya se ha comentado que el ONOQO™ procedente del O, puede desacoplar la
eNOS, que se convierte asi en una fuente de ROS (Laursen et al., 2001; Félétou y Vanhoutte,
2006). EI ONOO™ también puede incrementar la produccion de ROS derivadas de la

mitocondria (Doughan et al., 2008). Por otra parte, la activacion de la NADPH oxidasa puede
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aumentar la produccién de ROS por la mitocondria, y viceversa (Dikalov, 2011; Martinez-
Revelles et al., 2013). Ademas, la XO puede ser regulada por las ROS derivadas de la NADPH
oxidasa (Villegas et al., 2004) y de la mitocondria (Schulz et al., 2014) (Fig. 10).

Mitocondria

NADPH oxidasa /‘ @ (\

!

Xantina oxidasa

P

eNOS desacoplada

Fig. 10: Regulacion reciproca de diferentes fuentes de ROS. Adaptada de Dikalov, 2011.

Barredores de ROS

Los niveles de ROS estan sometidos a un estricto control, no sdlo regulando su
produccién por las distintas fuentes, sino los mecanismos encargados de eliminarlos. Entre
estos mecanismos destacan las enzimas detoxificantes como la SOD, encargada de dismutar
el O, en H,0,. Existen 3 tipos de SOD, que se diferencian en su localizacidn celular y en el
cofactor que utilizan. La SOD mitocondrial (Mn-SOD o SOD-2) utiliza Mn como cofactor,
mientras que la citosdlica (Cu/Zn-SOD o SOD-1) y la extracelular (EC-SOD o SOD-3) utilizan
Cu/Zn. La catalasa, la tiorredoxina reductasa o la glutation peroxidasa son responsables de
catalizar la conversién de H,0, en H,0 y oxigeno (Ursini et al., 1995; Faraci y Didion, 2004;
Johnson y Giulivi, 2005; Wassman et al., 2006). Existen también sistemas antioxidantes no
enzimaticos como el urato, la bilirrubina, la vitamina C, los tioles, flavonoides, carotenoides

y la vitamina E (Montezano et al., 2015).
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ROS en hipertension

Como hemos comentado, es necesario un equilibrio entre la produccién y la
eliminacion de ROS. Cuando este equilibrio se rompe y se acumulan ROS se pueden
desencadenar procesos que conducen a inflamacién y alteraciones que participan en el
desarrollo de algunas patologias como la hipertension. Asi, se han observado incrementados
niveles de ROS en plasma y en vasos de varios modelos de hipertensién como ratas SHR,
ratas DOCA-salt o ratones C57 infundidos con Ang Il (Alvarez et al., 2007; Viel et al., 2008;
Agarwal et al., 2009; Martinez-Revelles et al., 2013), asi como en pacientes (Reddn et al.,
2003; Minuz et al., 2004; Carrizzo et al., 2013; Ahmad et al., 2013; Kurlak et al., 2014;
Higashi et al., 2014). Una disminucidn en los sistemas antioxidantes podria también explicar
este incremento del estrés oxidativo (Minuz et al., 2004; Higashi et al., 2014). Asi, un
polimorfismo de glutation transferasa se ha correlacionado con el aumento de riesgo de
hipertensidon esencial; estos polimorfismos también aparecen en subunidades de NADPH
oxidasa y también podrian ser responsables del incremento de la presién arterial

(Montezano et al., 2015).

El estrés oxidativo puede contribuir a la inflamacién participando en la expresién de
moléculas de adhesién, de quimioquinas o de factores de transcripcidon proinflamatorios
(Sedeek et al., 2009; Rodrigo et al., 2013). Adicionalmente, las ROS modulan la expresion y
la actividad de COX-2 (Alvarez et al., 2007; Hernanz et al., 2014). Ademas, las ROS activan
rutas celulares que conducen a la proliferacidén y migracién de las CMLV, la activacion de las
metaloproteasas y la generacion de proteinas de matriz (Hernanz et al., 2014). Asi,
sustancias implicadas en el desarrollo de hipertensién como Ang Il o ET-1 producen sus
efectos sobre el remodelado vascular a través de la produccién de ROS (Touyz et al., 2003; Li
et al., 2013). Por otra parte, las ROS también participan en las alteraciones de la funcion
vascular observadas en hipertensién. Asi, la aumentada formacién de O, en aorta de ratas
hipertensas contribuye a las respuestas vasoconstrictoras inducidas por fenilefrina y
serotonina (Alvarez et al., 2008). Ademas, la disminucién de la biodisponibilidad del NO por
0O, es uno de los mecanismos mas aceptados para explicar la disfuncion endotelial y la

aumentada contractilidad vascular asociadas a la hipertension (Lyle y Griendling, 2006;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19841289/
http://hyper.ahajournals.org/content/43/1/64.full.pdf+html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24373981

Roberto Palacios Ramirez

Paravicini y Touyz, 2008). Por otra parte, el O, inhibe la guanilato ciclasa, principal diana del
NO (Munzel et al., 2005), y el ONOO™ desacopla la eNOS (Félétou y Vanhoutte, 2006). Todo
esto contribuye al incremento de la resistencia vascular periférica en esta patologia

(Rajagopalan et al., 1996; Zalba et al., 2001b; Beswick et al., 2001).

Todas las fuentes de ROS pueden desempefiar un papel en las alteraciones vasculares
en hipertension, pero parece que la NADPH oxidasa es la principal fuente de ROS tanto en
situacidn fisioldgica como patoldgica (Lasségue et al., 2001; Dikalova et al., 2005; Matsuno
et al., 2005; Dikalov et al., 2008). Nuestro grupo ya ha descrito previamente el incremento
de actividad y expresidn de este complejo en modelos de hipertensiéon (Alvarez et al., 2007,
2008; Martin et al., 2012; Hernanz et al., 2012; Martinez-Revelles et al., 2013). El hecho de
gue ratones que sobreexpresan las subunidades NOX-1 o gp91phox presenten mayores
respuestas vasoconstrictoras a Ang |l (Dikalova et al., 2005), mientras que en ratones
deficientes en alguna subunidad de la NADPH oxidasa éstas sean menores (Matsuno et al.,
2005), sugiere que el anién superéxido derivado de la NADPH oxidasa es un importante
modulador del tono vascular inducido por Ang Il. Ademds, se ha observado que una
sobreactivacion de NOX-2 puede producir un incremento en la presidn arterial (Touyz et al.,
2011) y se han descrito elevados niveles de NOX-5 en enfermedad cardiovascular (Guzik et

al., 2008), como es el caso de hipertensién (Montezano et al., 2010).

En cuanto a otras fuentes de RQOS, hay evidencias que sugieren que XO esta implicada
en la disfuncién vascular en hipertensién. En SHR, se han encontrado niveles elevados de XO
endotelial e incremento de la produccion de ROS, las cuales se han asociado con un
incremento del tono vascular (Suzuki et al., 1998). Ademas, la disfuncidon endotelial en ratas
transgénicas hipertensas que sobreexpresan renina y angiotensinégeno, se ha asociado con
un aumento de la actividad de la xantina oxidasa (Mervaala et al, 2001). La eNOS
desacoplada también es una fuente de ROS en hipertensién (Landmesser et al., 2003); este
hecho se ha observado en ratones hipertensos DOCA salt (Landmesser et al., 2003), asi
como en humanos (Guzik et al., 2002; Higashi et al., 2002). Por otra parte, se ha observado
gue sustancias implicadas en el desarrollo de la hipertensién como Ang Il (Dikalov, 2011) o

ET-1 (Callera et al., 2006; Viel et al., 2008) producen un incremento de ROS derivados de la
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mitocondria, por lo que las ROS derivadas de esta fuente también pueden contribuir al

desarrollo de la patologia hipertensiva.

A pesar de que la participacion de ROS en la hipertensién no es un hecho discutido, la
utilizacidon de agentes que reducen el estrés oxidativo en el tratamiento de esta patologia
presenta controversia. Diversos estudios epidemiolégicos muestran que los individuos que
toman mas antioxidantes presentan una menor incidencia de riesgo cardiovascular (Moran
et al., 1993; Nawrot et al., 2007). De acuerdo con esto, las concentraciones plasmaticas de
Vitamina C son inversamente proporcionales a la presién arterial tanto en personas
normotensas como hipertensas (Rodrigo et al., 2007b); ademas, la ingesta de vitamina Cy E
mejora la relajacién dependiente de endotelio a acetilcolina (Taddei et al., 1998) y reduce la
presion arterial (Galley et al., 1997; Taddei et al., 1998; Rodrigo et al., 2008). También se
han obtenido resultados favorables al administrar antioxidantes combinados con otro
tratamiento antihipertensivo (Barrios et al., 2002; On et al., 2002). Sin embargo, la mayoria
de los estudios que analizan el efecto de los antioxidantes a largo plazo no observan un
efecto antihipertensivo claro (Hajjar et al., 2002; Juraschek et al., 2012). En este sentido, hay
varios ensayos clinicos en los que vitamina C, vitamina E, coenzima Q, melatonina y N-
acetilcisteina no tuvieron efecto sobre la presion arterial (para revisidon ver Gonzalez et al.,
2014). Por otra parte, Rodrigo et al. (2007a) hablan de la inconsistencia de algunos de los
estudios llevados a cabo con antioxidantes debido a la metodologia utilizada, los criterios de
seleccion, el desconocimiento del grado de enfermedad del paciente cuando se inicia la
suplementacién y la ausencia de algunos aspectos cientificos bdsicos tales como la
biodisponibilidad, las propiedades farmacocinéticas y la naturaleza de los antioxidantes
utilizados; por todo ello, son necesarios mas estudios para comprobar la eficacia de este

tipo de intervencidn.

Receptores activados por el proliferador de peroxisomas

En 1990, Issemann y Green clonaron un miembro de la superfamilia de receptores de
hormonas esteroideas, a través del cual un grupo de hepatocarcinégenos con actividad
hipolipemiante activaba la proliferacion y aumentaba el tamafo de los peroxisomas en

roedores. A este receptor se le denomind receptor activado por el proliferador de
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peroxisomas (PPAR). Los PPARs son factores de transcripcion activados por ligando
(Desvergne y Wahli, 1999) implicados en la regulacién de genes que participan en el
metabolismo glucidico y lipidico (Grygiel-Gérniak, 2014). Existen 3 isoformas, las cuales se
expresan en todos los tipos celulares de la pared vascular (Tsatsanis et al., 2006; Touyz y
Schiffrin, 2006; Takano y Komuro, 2009; Duan et al., 2009): PPARa (NR1C2), PPARy (NR1C3)
y PPARB/6 (NR1C2 o NUC-1) (Kliewer et al., 1994; Braissant et al., 1996; Desvergne y Wahli,
1999). Los PPAR, al igual que todos los miembros de la superfamilia de receptores nucleares,
estan estructurados en 4 dominios funcionales, situandose en el extremo amino terminal el
domino A/B, regulador de la actividad del receptor; este dominio es conocido como AF-1
(activator function-1), puede ser fosforilado por diferentes quinasas y supone un sitio de
activacion independiente de ligando (Burns y Vyen Heuvel, 2007; Usuda y Kanda, 2014). A
continuacion se situa el dominio C de unién a ADN, que tiene dos motivos de “dedos de Zn”
y reconoce secuencias especificas para PPAR en los promotores de los genes diana
(elementos de respuesta a PPAR, PPRE). El dominio D bisagra (hinge domain) actia como
sitio de acoplamiento de correpresores vy, finalmente, en el extremo carboxilo terminal, se
encuentra el dominio E/F de unién a ligando que consta del dominio de unién a ligando
(LBD) y del conocido como AF-2 (activator function-2) que actua reclutando coactivadores;
las tres isoformas comparten entre un 60 y un 80 % de homologia en sus dominios de unién
a ligando (Kliewer et al., 1994; Braissant et al., 1996; Desvergne y Wahli, 1999; Usuda y
Kanda, 2014) (Fig. 11).
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Fig. 11: Estructura de los PPAR. AF-1: activator function-1; AF-2: activator function-2;
DUA: dominio de unién a ADN; LBD: dominio de unién a ligando.

Regulacion de la expresion génica

La activacion de los PPAR puede dar lugar a un incremento o inhibicién de la expresion

de los genes diana, como se indica a continuacién.

Activacion génica

Cuando PPAR esta inactivo, es decir, no unido a ligando, se encuentra formando parte
de complejos correpresores. Tras la activacion por ligando, PPAR sufre un cambio
conformacional, se separa del correpresor, dimeriza con el receptor del acido 9-cis retinoico
(RXR) y recluta coactivadores; entonces, se une al PPRE en la region promotora e inicia la
transcripcién del gen (Kota et al., 2005; Ricote y Glass, 2007). Los PPRE consisten en una
repeticion directa de la secuencia hexamérica AGGTCA separada por uno (DR-1) o dos

nucledtidos (DR-2) (Desvergne y Wahli, 1999; Gervois et al., 1999; Girnun et al., 2002).
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Represidn génica

Ademas de regular la expresidon génica como un factor de transcripcion clasico, PPAR
también puede producir represion de la transcripcion de genes de forma independiente a su

union a ADN. Esta represidn génica puede ser llevada a cabo por varios mecanismos.

1.- Represién génica dependiente de ligando o transrepresion

Estos mecanismos explican la mayor parte de los efectos de los PPAR sobre la

respuesta inflamatoria en determinadas patologias. Puede llevarse a cabo por varias vias.

a.- Competicién por coactivadores: Tras ser activado por ligando, PPARy recluta
coactivadores. Estos coactivadores, que estan presentes en la célula a niveles limitantes, son
esenciales para el funcionamiento de todos los factores de transcripcion, incluidos NFkB,
AP-1, STAT-1 o NFAT que activan la transcripcién de genes proinflamatorios. Por tanto, los
PPAR compiten por el reclutamiento de estos coactivadores, secuestrandolos e impidiendo
la expresion de genes proinflamatorios; de este modo, reducen la respuesta inflamatoria

(Fig. 12) (Ricote y Glass, 2007; Choi y Bothwell, 2012).
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Fig. 12: Competicidon de los PPAR por coactivadores necesarios para la transcripcion de
genes. NFkB: factor nuclear activador de la transcripcion de la cadena ligera k de
linfocitos B; PPAR: receptor activado por el proliferador de peroxisomas; RXR: receptor X

del acido cis-retinoico.

b.- Estabilizacion de complejos correpresores: Los complejos correpresores NCoR

(correpresor nuclear) o SMRT (mediador-silenciador de los receptores de retinoide vy

hormona tiroidea) inhiben la activacién de factores de transcripcion proinflamatorios y

funcionan como freno para la expresion activa de los genes bajo su control. Se ha descrito

qgue la activacién de PPARy por ligando potencia la interaccion del receptor con la proteina

inhibidora de STAT1 activada (PIAS1), que adiciona un grupo SUMO (modificadores tipo

ubiquitina de pequefio tamafo) al dominio de unidn a ligando de PPAR. La adicidn covalente
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de grupos SUMO a los PPAR les permite interaccionar y estabilizar a los complejos
correpresores y evitar, por tanto, la activacion transcripcional de genes implicados en la
respuesta inflamatoria (Pascual et al., 2005; Step et al., 2014) (Fig. 13). Parece ser que la
interaccion con las proteinas HMGA1 (high-mobility group A1) podria facilitar este proceso

(Bloch et al., 2012).
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Fig. 13: Estabilizacion de complejos correpresores como NCoR por sumoilacion de
histidinas de PPAR. NFkB: factor nuclear activador de la transcripcion de la cadena ligera
k de linfocitos B; PIAS1: proteina inhibidora de STAT1 activada; SUMO: grupo sumo;
PPAR: receptor activado por el proliferador de peroxisomas; RXR: receptor X del acido
cis-retinoico.

correpresor

c.- Interaccidn con factores de transcripcidon: Los dimeros PPAR-RXR tienen la
capacidad de interaccionar fisicamente con factores de transcripcidn, inhibiendo Ia
expresion de genes proinflamatorios (Ricote y Glass, 2007). Este mecanismo se ha descrito
en diversos tipos celulares y con varios factores de transcripcién como es el caso de la
subunidades p65 y/o p50 de NFkB en CMLV de aorta (Delerive et al., 1999) y de arteria
mesentérica de resistencia (AMR) (Montezano et al., 2007) o en macréfagos (Chung et al.,
2000); ademas, también se ha descrito que ocurre con c-Jun de AP-1 en células endoteliales
de aorta (Delerive et al., 1999; Ryoo et al., 2004) y en fibroblastos cardiacos (Hou et al.,

2013) (Fig. 14).
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Fig. 14: Interaccidn directa entre PPAR y la subunidad p65 de NFkB. NFkB: factor nuclear
activador de la transcripcion de la cadena ligera k de linfocitos B; PPAR: receptor
activado por el proliferador de peroxisomas; RXR: receptor X del acido cis-retinoico.

d.- Efecto sobre las vias de sefalizacidon: Los PPAR pueden actuar sobre vias de
sefalizacidon que conducen a la activacion de factores de transcripcion. Por ejemplo, la
activacion de PPAR disminuye la fosforilacidon de IKK (Martin et al., 2012) y por consiguiente
la de IkB, reduciendo asi la disociacion de p65-p50 del inhibidor y evitando que se trasloque
al nucleo (Wang et al., 2007). También puede actuar reduciendo la expresiéon de IKK y
consecuentemente aumentando la de IkB, cuyo promotor tiene un PPRE (Straus et al., 2000;
Zingarelli et al., 2003); de esta forma, la activacién de PPAR hace que NFkB quede

secuestrado en el citosol (Xu et al., 2012) (Fig. 15).
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Fig. 15: Induccion de la expresién del inhibidor de NFkB (IkB). NFkB: factor nuclear
activador de la transcripcién de la cadena ligera k de linfocitos B; PPAR: receptor
activado por el proliferador de peroxisomas; RXR: receptor X del 4cido cis-retinoico.

La activacidn de proteinas quinasa como las MAPK, Akt o PKC conduce al inicio de una
multitud de rutas de sefializacidn celulares que desembocan en inflamacién, proliferacion y
migracion. PPAR tiene efectos antiinflamatorios también por su capacidad para interferir
con la activacion de estas proteinas quinasas (Desreumaux et al., 2001; Goetze et al., 2002;

Paumelle et al., 2006; Rodriguez-Calvo et al., 2008) (Fig. 16).
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Fig. 16: La activacion de PPAR inhibe quinasas como JNK (quinasa del extremo N
terminal de c-jun), inhibiendo asi la fosforilacién de c-jun vy, por lo tanto, la activacién
del complejo AP-1 (proteina activadora-1). PPAR: receptor activado por el proliferador
de peroxisomas.
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2.- Represion génica independiente de ligando

Como ya hemos comentado, cuando PPAR no estd unido a ligando se encuentra unido
a los PPRE formando parte de complejos correpresores junto a RXR. Esto evita que se unan

complejos coactivadores y se bloquea la transcripcion de estos genes (Ricote y Glass, 2007).
Tipos de PPAR
PPARa

PPARa se expresa, entre otros, en musculo esquelético, rifidn e higado, donde
controla la homeostasis de la glucosa y el metabolismo lipidico a través del control directo
de genes implicados en la ruta de la B-oxidacidon peroxisomal y mitocondrial, la asimilacion
de acidos grasos y el catabolismo de triglicéridos. En este sentido, estudios preclinicos han
sugerido un papel de PPARa en el control del peso corporal, apoyando el uso de sus
agonistas para tratar la obesidad (Lefebvre et al., 2006). PPARa desempefia un papel en el
efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides; durante el ayuno y en situaciones de estrés
fisico y fisioldgico, el hipotdlamo libera CRH que actua sobre la hipdfisis, la cual libera ACTH
que induce la liberacion de glucocorticoides de la glandula adrenal y éstos, a su vez,
estimulan la expresién hepatica de PPARa (Crisafulli et al., 2009). Ademas, la expresion de
PPARa sigue un patrén de acumulacion diaria segun la hora en la que se comienza la ingesta

(Lemberger et al., 1996).

PPARa también se encuentra en células endoteliales y CMLV (Braissant y Wahli, 1998).
Se ha observado la capacidad de los agonistas de este receptor para reducir los marcadores
proinflamatorios y la progresion de lesiones aterosclerdticas coronarias (Duez, 2002). La
regulacién de la inflamacion por PPARa se lleva a cabo mediante transrepresion de factores
de transcripcion proinflamatorios como AP-1 o NFkB (Delerive et al., 1999; Neve et al.,
2000), reduciendo la expresion de mediadores proinflamatorios como ET-1, IL.-6, MCP-1,
ICAM y COX-2 (Delerive et al., 1999; Wilson et al., 2012). Por otra parte, se ha descrito que

los ligandos de PPARa reducen la presion arterial en ratones infundidos con Ang Il, por un
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mecanismo que implica un incremento de la excrecion de Na™ a través de la regulacion de Ia

ATPasa Na*/K'-dependiente en el tibulo proximal (Wilson et al., 2012).

Los 4cidos grasos Q-3-insaturados como el acido docosahexanoico (DHA) y el acido
eicosapentanoico (EPA) son agonistas naturales de PPARa. EPA puede ser oxidado, siendo
este producto mas potente activando PPARa en células endoteliales que el EPA nativo.
Ademas, la oxidacion de las LDL las convierte en potentes agonistas de PPARa también en
células endoteliales. EPA y DHA poseen muchos efectos cardiovasculares beneficiosos tales
como la reduccion del riesgo de enfermedad coronaria, hipertensidon e infarto (Grygiel-
Goérniak, 2014). Los agonistas sintéticos de este receptor son los fibratos como el clofibrato,
fenofibrato y bezafibrato. Estas sustancias disminuyen las lipoproteinas ricas en triglicéridos
por incrementar la expresion génica de proteinas implicadas en la B-oxidacién y disminuir la
expresion de la apolipoproteina C-lll (Fruchart et al., 2001). Su uso estd muy extendido en
farmacologia como agentes hipolipemiantes, para reducir hipertrigliceridemias. Algunos
metabolitos de los fibratos como clofibrato o fenofibrato son agonistas duales de PPARa y
PPARy, pero con una selectividad 10 veces mayor por PPARy (Giampietro et al., 2012). El
bezafibrato puede activar los 3 tipos de PPAR (Grygiel-Goérniak, 2014).

PPARB/6

PPARB/6 estd expresado en niveles bajos en una gran variedad de tejidos (Braissant y
Wahli, 1998). Esta implicado en procesos como la regulacidon de la homeostasis energética,
la termogénesis y la proliferacion y diferenciacidon de queratinocitos durante el sanado de
heridas (Michalik et al., 2006). En un trabajo con ratones KO para PPARB/S se observd que
influye en el crecimiento, en la mielinizacién del sistema nervioso central y en el desarrollo
del tejido adiposo (Peters et al., 2000). Ademads, estimula la B-oxidacién de acidos grasos y
regula el transporte de colesterol, por lo que se le propuso como posible diana para tratar el
sindrome metabdlico (Schuler et al., 2006; Barish et al., 2006). A nivel vascular este receptor
es claramente activo; sus ligandos reducen la inflamacién vascular al menos por dos vias, la
liberaciéon del represor BCL-6 y la induccién de TGF-B1 (Bishop-Bailey, 2008). Ademas, se ha

descrito que un agonista de PPARB/6 reduce el remodelado vascular y la disfuncién
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endotelial de AMR, la vasoconstriccidon adrtica y la presidn sanguinea en la hipertension

inducida por Ang Il (Zarzuelo et al., 2011).

Al igual que por PPARa y vy, los acidos grasos poliinsaturados tienen una gran afinidad
por PPARPB/S, asi como algunos prostanoides, especialmente la PGl; (Krey et al., 1997). Entre
los ligandos sintéticos estan L-165041, GW-501516 y GW-0742. Se ha descrito que el
tratamiento de primates no humanos con estos ligandos normaliza el metabolismo y reduce
la adiposidad (Peraza et al., 2006). La activacion de PPARB/6 reduce la resistencia a insulina,

los niveles plasmaticos de HDL y tiene efectos antiinflamatorios (Zarzuelo et al., 2011).

PPARy

PPARy se expresa principalmente en tejido adiposo, aunque su expresion es
detectable en una gran cantidad de tejidos incluyendo células endoteliales (Satoh et al.,
1999), CMLV (Law et al., 2000; Diep y Schiffrin, 2001) y fibroblastos adventiciales (Zhang et
al., 2008b). Existen 7 subtipos de PPARy (PPARy;.;) generados a partir del mismo gen por
splicing alternativo. En todos los subtipos los dominios de unién a ADN y a ligando estdn
muy conservados (Zhou et al., 2002). PPARy, se encuentra principalmente en tejido adiposo
mientras que PPARy,;, ademas de en los adipocitos, se expresa a bajos niveles en muchos
tipos celulares, incluyendo los componentes de la pared vascular (Fajas et al., 1997). PPARy;
es abundante en macrdéfagos, intestino grueso y adipocitos. PPARys, PPARys y PPARy;
presentan elevados niveles en macréfagos, aunque PPARys y PPARy; también se expresan
en tejido adiposo (Usuda y Kanda, 2014). No se sabe demasiado sobre la distribucion de
PPARy4, pero un estudio lo situa en tejido adiposo y remarca su importancia en la

adipogénesis (Al-Shali et al., 2004).

Fisioldgicamente, PPARy juega un papel importante en la adipogénesis y la expansion
del tejido adiposo, fenédmeno mediante el cual PPARy protege al resto de tejidos de sufrir
lipotoxicidad (Medina-Gomez et al., 2007). Ademas, regula el tejido adiposo para que libere
una balanceada cantidad de adipoquinas que median efectos sobre la insulina, regulando asi
la sensibilidad periférica a esta hormona (Kintscher y Law, 2005). Por otra parte, se ha

descrito la capacidad de los agonistas de PPARy para ejercer efectos protectores
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cardiovasculares como consecuencia de sus efectos antiinflamatorios y antioxidantes (Touyz
y Schiffrin, 2006). Este efecto protector se ha asociado con la inhibicién de la expresion
vascular de enzimas proinflamatorias como COX-2 o iNOS (Staels et al., 1998; Subbaramaiah
et al., 2001; Simonin et al., 2002) y con sus propiedades para antagonizar el dafio vascular y
las alteraciones funcionales inducidas por Ang Il (Diep et al., 2002; Zhang et al., 2008b; Yang
et al., 2011). El mecanismo antiinflamatorio propuesto para la activacion de PPARy
comprende la interferencia con rutas de MAPK (Desreumaux et al., 2001; Rodriguez-Calvo et
al., 2008) y/o con la activacién de AP-1 y NFkB a través de mecanismos de transrepresion
(Delerive et al., 1999; Ryoo et al., 2004; Montezano et al., 2007; Martin et al., 2012; Hou et
al., 2013). En células endoteliales vasculares PPARy reduce la inflamacién mediante la
supresiéon de factores de transcripcion como AP-1 y NFkB, de PKC y del estrés oxidativo e
inhibiendo la expresion de las moléculas de adhesién ICAM, VCAM y MCP-1 (Pasceri et al.,
2000; Marx et al., 2000, Wang et al., 2002; Touyz y Schiffrin, 2006) (Fig. 17).
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Fig. 17: Mecanismos llevados a cabo tras la union de PPARy a su ligando. AP-1: proteina
activadora-1; ET-1: endotelina-1; GADD45: growth arrest and DNA damage-inducible;
MCP-1: proteina quimiotdctica de monocitos; MMP: metaloproteasas de matriz; NFkB:
factor nuclear activador de la transcripcién de la cadena ligera k de linfocitos B; NO:
oxido nitrico; NOS: NO sintasa; TIMP: inhibidores tisulares de metaloproteasas; RBP:
proteina del retinoblastoma; ROS: especies reactivas de oxigeno; VCAM: moléculas de
adhesién vasculares. Adaptado de Touyz y Schiffrin, 2006.

PPARy puede ser activado por ligandos naturales como acidos grasos poliinsaturados
derivados de COX-2 como 15-dPGJ, (15-deoxi-delta-12, 14-prostaglandina J;) o
componentes de lipoproteinas de baja densidad oxidados como el 9- y el 13-HODE (ac.
hidroxioctadienoico) (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995; Nagy et al., 1998). Ademas,
existen ligandos sintéticos pertenecientes a la familia de las tiazolidinedionas como la
troglitazona, la rosiglitazona o la pioglitazona, que se comportan como agonistas con alta
afinidad por PPARy (Lehmann et al., 1995; Willson et al., 1996; Staels y Fruchart, 2005);
actualmente se utilizan en clinica para reducir la resistencia periférica a insulina en diabetes
mellitus tipo Il (Schroner et al., 2011). Aunque la troglitazona fue retirada debido a que
producia hepatotoxicidad (Smith, 2003) y la rosiglitazona porque incrementaba el riesgo de
eventos cardiovaculares (Nissen y Wolski, 2010), en el afio 2013 la FDA elimind las

restricciones de uso de rosiglitazona a la vista de los resultados de la reevaluacion de un
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ensayo clinico a largo plazo llevado a cabo en el Instituto de Investigacién Clinica Duke con
pacientes tratados con insulina y pacientes tratados con insulina mas rosiglitazona; en este
estudio no se observd un mayor riesgo cardiovascular en pacientes que tomaron
rosiglitazona (Mahaffey et al., 2013), hecho que fue apoyado por estudios mas recientes (Lu
et al., 2015). El uso de pioglitazona estuvo siendo evaluado por la Agencia Europea de
Medicamentos porque se le relaciond con un incremento en la incidencia de cancer de
vejiga. El estudio concluyd que el tratamiento con pioglitazona incrementaba la incidencia
de un 0,07% a un 0,15% y que el balance riesgo-beneficio era positivo para el uso del

farmaco (http://bit.ly/rosiglitazone); aun asi, en Francia fue retirado.

PPARy en hipertension

Hemos comentado que la hipertensidn es considerada una enfermedad inflamatoria
crénica, y que PPARy tiene importantes acciones antiinflamatorias a nivel vascular; por lo
tanto, es ldgico pensar que sus agonistas puedan tener efectos beneficiosos en esta
patologia. Asi, esta descrito que el tratamiento con los agonistas de PPARy reduce la presion
arterial en diferentes modelos de hipertensién, como en un modelo de lupus eritematoso
sistémico de raton (Venegas-Pont et al., 2009), en ratas infundidas con Ang Il (Diep et al.,
2002; Yu et al., 2015), en ratas Zucker obesas (Walker et al., 1999), en ratones transgénicos
hipertensos (Ryan et al., 2004) y en ratas SHR (Zhang et al., 2010). También en el estudio
clinico PROspective pioglitAzone Clinical Trial In macroVascular Events (PROactive Study) se
observd una reduccion de la presidn arterial sistélica tras el tratamiento con pioglitazona
(Dormandy et al., 2005). Sin embargo, el efecto antihipertensivo de pioglitazona en ausencia
de diabetes o sindrome metabdlico es controvertido. Las glitazonas previenen el desarrollo
de la hipertensidon (Sarafidis y Nilsson, 2006), pero en hipertensién establecida no se
encuentra efecto (Llorens et al., 2007; Nakamura et al., 2007; Shinzato et al., 2007; Hernanz
et al., 2012), salvo en casos de tratamientos muy largos (Zhang et al., 2010) o cuando se
utilizan grandes dosis de glitazonas (Chan et al., 2010). En un trabajo previo encontramos
qgue el tratamiento con pioglitazona no modificaba ni la respuesta a fenilefrina ni el
remodelado vascular, lo que podria explicar esa falta de efecto en hipertension establecida

(Hernanz et al., 2012). Por otra parte, se han observado niveles reducidos de PPARy en
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algunos modelos de hipertension (Perez-Giron, 2009; Zhang et al., 2010; Hernanz et al,,
2012; Akyurek et al., 2014), y en humanos la existencia de dos mutaciones dominantes
negativas de PPARy se asocia con hipertensién severa (Barroso et al., 1999); esta reduccién
de la funcién de PPARy podria contribuir el incremento de los procesos inflamatorios y al

desarrollo de hipertension.

Ya se han comentado los efectos antiinflamatorios de los agonistas PPARy, lo que
podria contribuir a explicar los efectos de estos compuestos en la patologia hipertensiva.
Asi, en CMLYV inhiben la proliferacién y la migracién por inhibir factores de crecimiento y
citoquinas proinflamatorias; también pueden reducir la expresién de VCAM, CXCL1 y MCP-1
incrementados por TNFa (Park et al., 2006; Montezano et al., 2007). Ademas, PPARy reduce
la expresion de COX-2 incrementada por IL-1B y ET-1 (Montezano et al., 2007; Martin et al.,
2012) y el estrés oxidativo (Martin et al., 2012) en hipertensién. En este sentido, se ha
descrito que PPARy reduce la expresion de distintas subunidades de la NADPH oxidasa
(Martin et al., 2012; Hernanz et al., 2012; Kong et al., 2012; 2014) e incrementa la expresion
de las defensas antioxidantes (Matsumoto et al., 2007; Kong et al., 2014). La reduccion en
los niveles de ROS incrementa la biodisponibilidad de NO, mejorando asi la funcion vascular
en hipertension (Hernanz et al., 2012). Ademds, PPARy incrementa la produccion de NO
(Ikejima et al., 2008), aumentando la actividad de la eNOS (Polikyriotis et al., 2005); de
hecho, ratones KO para PPARy en endotelio tienen reducida su produccién de NO (Kleinhenz
et al., 2009). Existe una retroalimentacidn positiva entre PPARy y NO, ya que NO también
puede activar PPARYy a través de p38 (Ptasinska et al., 2007). Por otra parte, PPARy modifica
los niveles de los productos derivados de la COX-2 y su participacion en la funcién vascular

(Peredo et al., 2008; Hernanz et al., 2012).

Uno de los mecanismos descritos acerca del efecto vascular de PPARy es su capacidad
para regular el sistema endotelina. Asi, la activacion del receptor nuclear reduce los niveles
de ET-1 (Delerive et al., 1999; Fukunaga et al., 2001; Potenza et al., 2006; Venegas-Pont et
al., 2009; Tian et al., 2010) y regula la de sus receptores (Tian et al., 2010; Liu et al., 2014);
de hecho, Tian et al. (2010) observaron que el promotor de ETg tiene un PPRE. Su accién

sobre el sistema endotelina contribuye al efecto antioxidante de los receptores PPARYy,
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pues, como se ha comentado anteriormente, ET-1 incrementa el estrés oxidativo (Banes-
Berceli et al., 2005; Callera et al., 2006; Viel et al., 2008; Romero et al., 2010; Sanchez et al.,
2014b).

PPARy también tiene un efecto inhibitorio sobre la expresion de los receptores AT, y
sobre la sefializacion de Ang Il per se, reduciendo la entrada de Ca** o la activacién de Rho
qguinasa (Sugawara et al., 2001; Wakino et al., 2004; Ketsawatsomkron et al., 2012); esto
puede conducir a una reduccién de la actividad del SRA y a una disminucion de la
sintesis/secrecion de aldosterona adrenal (Ketsawatsomkron et al., 2010; Sugawara et al.,
2010; 2011), lo que contribuiria a la mejora de las alteraciones vasculares que se observan
en la hipertension. Por otra parte, algunos farmacos que actian inhibiendo el SRA como el
telmisartdn y el irbesartan son agonistas de PPARy (Yuen et al., 2011; Horiuchi et al., 2012);
ademas, el metabolito del losartan EXP3179 puede activar PPARy (Shad et al., 2014). Por lo
tanto, es posible que algunos de los efectos beneficiosos que producen estos farmacos

estaen mediados por la activacién del receptor nuclear.
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Los receptores PPAR son factores de transcripcion activados por ligando
pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares. Ademas, los PPAR también
regulan la expresion génica por mecanismos independientes de su unién a ADN,
interfiriendo con otras vias de sefalizacion; estos mecanismos, conocidos como
transrepresion, explican las acciones antiinflamatorias de los agonistas PPAR. PPARy esta
presente en todas las células de la pared vascular, incluyendo células endoteliales, CMLV y
monocitos/macréfagos, donde su activacion tiene efectos protectores cardiovasculares que
resultan de sus acciones antiinflamatorias, siendo la reduccion del estrés oxidativo uno de

los eventos principales.

La inflamacion es una caracteristica clave en el inicio, progreso e implicaciones clinicas
de la hipertension. Ang Il, principal péptido efector del SRA, esta aumentada en el plasma
tanto de pacientes como de diversos modelos de hipertension, donde contribuye
activamente al estado inflamatorio crénico que se observa en esta patologia. Asi, Ang Il
induce enzimas proinflamatorias como COX-2 y aumenta el estrés oxidativo, entre otros
muchos efectos. ET-1, el péptido mas abundante de la familia de las endotelinas, es
producida en células endoteliales y también en CMLV en respuesta a estimulos
inflamatorios tales como Ang Il. Ademas de participar en la regulacién del tono vascular, ET-
1 también actia como mediador de la respuesta inflamatoria, de manera que se ha

propuesto que puede mediar algunos de los efectos cardiovasculares deletéreos de Ang Il.

El objetivo general de esta tesis es analizar la modulacién por PPARy de la
participacién de ET-1 en la aumentada expresion de COX-2 en hipertensién, asi como del

efecto de ET-1 sobre la contractilidad vascular.

Objetivos especificos:

1.- Estudiar el efecto de la activacidn de PPARy sobre los niveles vasculares de COX-2,

ET-1vy el estrés oxidativo en hipertension.

2.- Estudiar la participacion de ET-1 en la induccion de COX-2 por Ang Il
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3.- Estudiar los mecanismos implicados en la induccién de ET-1 y COX-2 por Ang Il en

hipertension.

4.- Estudiar los mecanismos implicados en la induccién de COX-2 por ET-1 en

hipertension.

5.- Estudiar el efecto de la activacion de PPARy en los mecanismos por los que ET-1

participa en la expresién de COX-2 inducida por Ang Il

6.- Estudiar la modulacion por PPARy del efecto de ET-1 sobre la contractilidad

vascular en hipertensién.

Para ello hemos utilizado aorta de ratas normotensas (WKY), hipertensas (SHR) y SHR
tratadas con pioglitazona donde se ha estudiado la expresiéon de COX-2, de ET-1 y de sus
receptores, y de varias subunidades de la NADPH oxidasa asi como la actividad de esta
enzima. En aorta de ratas SHR tratadas con el antagonista de receptores AT, losartan se ha

analizado la expresion de ET-1 y de sus receptores.

En arterias mesentéricas de resistencia de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con
pioglitazona hemos analizado el efecto de ET-1 sobre la contraccion inducida por fenilefrina,

asi como la participacion de derivados de COX y NO en dicho efecto.

En CMLV de aorta de ratas WKY y SHR hemos analizado:

e La expresion de COX-2 inducida por Ang Il y ET-1 en ausencia y en presencia de
pioglitazona.

e La participacién de ET-1 en la induccién de COX-2 por Ang Il.

e Los niveles de ROS y la expresion y actividad de la NADPH oxidasa tras la estimulacién
con Ang Il y ET-1 en ausencia y en presencia de pioglitazona.

e La activacion de NFkB y AP-1 tras la estimulacién con Ang Il y ET-1 en ausencia y
presencia de pioglitazona.

e La participaciéon de ROS, NFkB y AP-1 en la expresién de ET-1 y COX-2 inducidas por Ang
Il'y en la de COX-2 inducida por ET-1.
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Materiales y métodos

Material biolégico

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron ratas SHR macho y su control normotenso
WKY (Wistar Kyoto) de 5-6 meses de edad, criadas en el animalario de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid (numero de registro EX021U), 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 SHR tratadas durante 28 dias con el activador de PPARy pioglitazona (2,5 mg/Kg x
dia) y SHR tratadas durante 12 semanas con el antagonista de receptores AT, losartan (15
mg/Kg x dia). Ambos tratamientos se realizaron por via oral; losartan se disolvié en agua de

bebida y pioglitazona se disolvio en agua de bebida con 0,5% de carboximetilcelulosa.

Se midid la presion arterial de los animales mediante pletismografia de la arteria
caudal, como se describid en Hernanz et al. (2012). De acuerdo con resultados obtenidos
previamente, el tratamiento con pioglitazona no modificé la presién arterial (Hernanz et al.,

2012) mientras que el tratamiento con losartan la redujo (Alvarez et al., 2007).

Al finalizar el tratamiento los animales fueron sacrificados por decapitacion y
desangrados. Todos los experimentos cumplieron los requisitos de las leyes espafiolas y
europeas (RD 223/88 MAPA y 609/86). Tras el sacrificio, se obtuvieron segmentos de aorta o
arterias mesentéricas de resistencia (AMR) de cada grupo de animales para posteriores

determinaciones.

Para los estudios de funcion vascular se utilizaron terceras ramas de la arteria
mesentérica procedentes de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con pioglitazona. El dia del
experimento los animales fueron sacrificados y una vez extraido el mesenterio, 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 4° C. Las AMR fueron cuidadosamente disecadas y limpiadas de
la grasa adyacente y tejido conectivo e introducidas en la misma solucién de KHS. La
composicion de KHS fue la siguiente (en mM): NaCl 115,0; KCl 4,6; CaCl, 2,5; KH,PO,4 1,2;
MgS0,4-7H,0 1,2; NaHCO;3 25,0; glucosa 11,1; Na,EDTA 0,01 a pH=7,4. En estas arterias se
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estudid el efecto de ET-1 sobre la respuesta contractil inducida por fenilefrina como se

describe posteriormente.

En segmentos de aorta de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con pioglitazona se
determinaron los niveles de ARNm de COX-2, pre-pro-ET-1, ET,, ETs, NOX-1, NOX-4 vy
p47phox, asi como la actividad NADPH oxidasa. Ademas, en segmentos de aorta de ratas
SHR tratadas con losartan se estudiaron los niveles de ARNm de pre-pro-ET-1 y de ETa. En
algunos experimentos se utilizaron segmentos de aorta de ratas SHR tratados ex vivo con
ET-1 en ausencia o presencia de pioglitazona donde se analizé la actividad NADPH oxidasa y

la produccién de NO.

En cultivos de CMLVs se analizd el efecto de la estimulacién con Ang Il sobre la
expresion de COX-2. La participacion de ET-1 se estudié analizando el efecto de los
antagonistas de receptores de ET-1 sobre la expresiéon de COX-2 inducida por Ang Il, la
produccién de ET-1 inducida por Ang Il y la expresion de COX-2 tras la estimulacién con ET-
1. A continuacion se analizd si la induccién de COX-2 por Ang Il y ET-1 se produce a través
del aumento de los niveles de ROS derivados de NADPH oxidasa, para lo cual se estudié: 1)
la produccion de O, tras la estimulacion con Angll y ET-1; 2) el efecto de ambos estimulos
sobre la expresién de diversas subunidades de la NADPH oxidasa asi como sobre la actividad
de esta enzima; 3) el efecto de diversos antioxidantes sobre la expresién de COX-2 inducida
por Ang Il y ET-1. Para determinar el papel del factor nuclear redox-sensible NFkB, se analizd
la expresidn nuclear de la subunidad p65 y la expresién de p-IKK; la participacidon de AP-1 se
estudiéo mediante la determinacidén de la fosforilacién de JNK, los niveles de ARNm de c-juny
la expresion nuclear de p-c-jun; ademas, se analizo el efecto de los inhibidores de ambas
vias sobre la expresion de COX-2 y el estrés oxidativo inducidos por Ang Il y ET-1. El efecto
de la activacién de PPARy se comprobd mediante el tratamiento previo al estimulo de las

células con pioglitazona.
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Cultivos celulares

Se obtuvieron cultivos de CMLV de aorta tordcica de ratas WKY y SHR de 5 meses de
edad mediante explante tisular inmediato al sacrificio del animal, como se describe a

continuacion. Cada cultivo celular se obtuvo con la aorta de dos-tres animales.

El dia previo al sacrificio, se autoclavé todo el material necesario para la extraccion del
vaso y el aislamiento de los cultivos primarios. Tras sacrificar al animal, se extrajo la aorta y
se colocé en una placa de petri inmersa en una mezcla de Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), colagenasa de tipo 2 (2 mg/ml), penicilina (200 U/ml), estreptomicina
(200 pg/ml) y albimina de suero bovino (BSA, 0,1%) a 37° C durante 30 min. A continuacion,
se elimind la capa adventicia mecanicamente bajo la lupa con unas pinzas y la capa media se
dividié en varios trozos que se colocaron en una placa de 6 pocillos con medio DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino descomplementado (FBS), penicilina (200
U/ml) y estreptomicina (200 pg/ml). Los explantes se mantuvieron en cultivo reemplazando
periddicamente el medio hasta detectarse la formacion de colonias de células, momento en
qgue se desecharon dichos explantes. Una vez alcanzado aproximadamente un 50% de
confluencia, las células se levantaron con tripsina y se crecieron en una placa de cultivo de
25 cm? (F-25). El medio de cultivo usado fue DMEM suplementado con 10% FBS, penicilina
(100 U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml). Las células se mantuvieron en un incubador
(NUAIRE 425-300E clase 2, NUAIRE, Plymouth, MN, USA) a 37° C, en ambiente humedo, con
una mezcla de 5% CO; y 95% aire atmosférico. Durante el periodo de crecimiento del
cultivo, el medio se cambid rutinariamente a intervalos de 48-72 h segun el grado de
metabolizacién indicado por el viraje a naranja del indicador rojo fenol incluido en el DMEM.

Para los experimentos se utilizaron cultivos entre los pases 3 y 8.

Las CMLV en cultivo se caracterizaron morfolégicamente 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, denominada 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.



Roberto Palacios Ramirez

El fenotipo de las CMLV en cultivo se determind mediante técnicas de
inmunofluorescencia, analizdndose la presencia de a-actina, ya que es la primera proteina
gue 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,
St. Louis, MO, USA), seguido de incubacion con el anticuerpo secundario fluorescente anti-
ratén FITC diluido 1:10 (Ex 494 nm; Em 518 nm; Invitrogen-Gibco Life Technologies, Paisley,
UK). La fluorescencia se visualiz6 mediante un microscopio confocal Leica TCS SP2 (Leica

Microsystems, Wetzlar, Alemania), utilizando un objetivo de 63X,ceite (zoOm 2x) (Fig. 18).

Fig. 18: Inmunofluorescencia de a-actina de CMLV de aorta de rata.

Antes de realizar los tratamientos, las CMLV se sembraron en placas de 6 pocillos y se
ayunaron durante 24 h en DMEM suplementado con 0,2% FBS, penicilina (200 U/ml) y
estreptomicina (200 pg/ml) con el objetivo de ralentizar su crecimiento celular. A
continuacion, las CMLV se estimularon con Ang Il (100 nM) durante 1 0 2 hy con ET-1 (100
nM) durante 1 h para comprobar su efecto sobre la expresion de COX-2 y pre-pro-ET-1 asi
como sobre el estrés oxidativo. La expresiéon de COX-2 se estudid mediante western blot y
los niveles de ARNm de COX-2 y pre-pro-ET-1 mediante gRT-PCR. Para analizar el estrés
oxidativo se cuantificd la produccidon de anidon superdxido mediante fluorescencia, la
actividad NADPH oxidasa mediante el ensayo de lucigenina y los niveles de ARNm de NOX-1

y NOX-4 mediante qRT-PCR.

Ademads, se estudié la activacidon de los factores de transcripciéon NFkB y AP-1. Para

ello, se incubaron los cultivos con Ang Il y ET-1 (a los tiempos indicados en la seccion de
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resultados) y se cuantificaron la expresién de p65 y p-c-jun en nucleo por western blot e
inmunofluoescencia, los niveles de ARNm de c-jun asi como la activacidon de JNK y de IKK

detectando la expresidn de las formas fosforiladas mediante western blot.

Para analizar la participacidn de las distintas vias estudiadas algunos cultivos fueron
tratados, a los tiempos y concentraciones que se indican en la seccidn de resultados, con los
siguientes farmacos: el inhibidor de JNK1/2 SP600125, el inhibidor del proteasoma
lactacistina, el inhibidor de NADPH oxidasa apocinina, el inhibidor de la subunidad catalitica
de NADPH oxidasa NOX-1 ML171, el barredor de H,0, catalasa, el antagonista de receptor
ETA de ET-1 BQ123 y el antagonista de receptor ETg de ET-1 BQ788. El efecto de la activacion
de PPARy sobre la expresién de COX-2 y ET-1 inducida por Ang Il se estudid mediante la

incubacién previa de los cultivos con pioglitazona (10 uM) durante 18 h.
Western Blot

La expresion proteica se analizd por técnicas de western blot en lisados celulares
conteniendo extractos totales (20-25 ug) o fracciones nucleares y citosélicas (15 ug). Para
obtener los extractos totales se lavaron los cultivos 2 veces con PBS frio y se afadieron 100
ul de tampdn RIPA [Radio immunoprecipitation assay buffer: 30 mM Tris-HCl pH=7,4, 150
mM NaCl, 1% Igepal, 1% deoxicolato sdédico y 0,1% dodecilsulfato sdédico (SDS)], se rasparon
las células y se recogieron los lisados celulares en tubos eppendorf de 1,5 ml; estos lisados
se incubaron durante 30 min a 4° C en agitacién orbital y después se centrifugaron a
20.000xg para eliminar el material insoluble, guardando el sobrenadante y desechando el

precipitado.

Para obtener los extractos nucleares y citosélicos, se lavaron las células con 1 ml de
PBS a 4°C, se rasparon en 100 pl de un tampdn hipotdnico (tampdn A: 0,02 M Hepes pH=8,
0,01 M KCl, 0,15 mM EDTA pH=8, 0,15 mM EGTA pH=8), se incubaron en hielo durante 5
min y se centrifugaron a 1.500xg durante 5 min a 4° C. El sobrenadante (fraccién citosélica)
se almacend para posteriores analisis y el precipitado se resuspendié en un tampodn
hiperténico (tampdn B: 0,02 M Hepes pH=8, 0,450 M NaCl, 25% de glicerol, 1,5 mM MgCl,,
0,25 mM EDTA pH=8, 0,15 mM EGTA pH=8) y se incubd en agitacién orbital a 4° C durante
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30 min. Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron a 25.000xg durante 5 min a
4° C para eliminar el material insoluble. El sobrenadante (fraccién nuclear) se guardé a -80°

C hasta su analisis.

Tanto el tampdn RIPA como los tampones usados para realizar los extractos nucleares
y citosdlicos se suplementaron con una mezcla de inhibidores de proteasas cOmplete
(Roche Diagnostics, Barcelona, Espaia) y con distintos inhibidores de fosfatasas incluyendo
50 mM NaF (inhibidor de tirosin fosfatasas), 1 mM ortovanadato sédico (inhibidor de serin-

treonin fosfatasas) y 20 mM B-glicerofosfato (falso sustrato para fosfatasas).

La concentracién de proteina fue determinada usando el reactivo de Bradford vy
midiendo su absorbancia a 595 nm en un espectofotémetro de placa (SPECTRA Fluor Plus,
Tecan lbérica, Barcelona, Espafia). A la absorbancia de las muestras se le sustrajo la
absorbancia de sus respectivos tampones (RIPA en el caso de extractos totales, tampdn A en
el caso de extractos citosélicos y tampdn B en el caso de extractos nucleares). Los valores de
absorbancia medidos se interpolaron en una recta patrdn construida a partir de diluciones
de concentracion conocida de BSA. Se calculd el volumen de muestra necesario en funcion
de la cantidad de proteina que se deseaba cargar y se mezcld con el volumen necesario de
solucién de tampdn de carga o tampon 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

95° C durante 5 min para desnaturalizar las proteinas.

En un sistema de electroforesis Mini-Protean® 3 Cell (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA), se polimerizaron dos geles SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis), gel 1 o gel separador (7,5, 10 6 15% acrilamida, dependiendo de la proteina
a estudiar; 4,6% Tris-HCl pH=8,8; 0,1% SDS; 0,038% persulfato amdnico; 0,033% temed,;
3,4% glicerol) y gel 2 o gel concentrador (3% acrilamida; 1,49% Tris-HC| pH=6,8; 0,1% SDS;
0,98% persulfato amoénico; 0,053% temed), en los cuales se separaron las proteinas en
condiciones desnaturalizantes. El gel separador se hizo al 7,5% de acrilamida para COX-2 vy p-
IKK/IKK, al 10% para p-JNK/JNK y p-c-Jun y al 15% para p65 TBP. Los geles se introdujeron en
una cubeta llena de tampdn de electroforesis (25 mM Tris; 200 mM glicina; 1% SDS) v las

muestras se cargaron en el gel concentrador junto con el marcador de peso molecular de



Materiales y métodos

amplio rango pre-tefiido (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen Life
Technnologies, Paisley, UK). A continuacién se llevé 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-Blot® 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 Laboratories), inmersos en una solucién de transferencia (25 mM Tris; 190 mM

glicina; 0,05% SDS; 20% metanol). La transferencia se realizé a 100V a 4° C durante 1 h.

Una vez transferidas las proteinas, las membranas se trataron durante 1-2 h a
temperatura ambiente en agitacidon continua con solucion de bloqueo [5% leche desnatada
o0 5% BSA disueltos en soluciéon de lavado (10 mM Tris-HCI pH=7,5; 100 mM NacCl; 0,1%
Tween-20)], para evitar uniones inespecificas. A continuacion, las membranas se incubaron
durante toda la noche a 4° C con anticuerpos primarios para COX-2 (1:150, anticuerpo
policlonal de conejo, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), p65 (1:1.000, anticuerpo
policlonal de conejo, Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Alemania), p-c-Jun (1:500,
anticuerpo policlonal de conejo, Santa Cruz Biotechnology Inc), p-JNK (1:2.000, anticuerpo
monoclonal de conejo, Cell Signaling Technology, Inc, Danvers, MA, USA) y p-IKK (1:200,
anticuerpo policlonal de cabra, Santa Cruz Biotechnology Inc). Una vez finalizada la
incubacién con los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados sucesivos de 15 min con
soluciéon de lavado para eliminar los restos de anticuerpo primario que no se habian unido.
A continuacién, las membranas fueron incubadas durante 1 h a temperatura ambiente con
un anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina, correspondiente a cada
hospedador (1:5.000, BioRad Laboratories). Se volvieron a realizar tres lavados de las
membranas y se incubaron con un sustrato comercial (Amersham ECF Western Blotting
Reagent Pack, GE Healthcare, Little Chalfont, UK); la fosfatasa alcalina rompe este sustrato
haciendo que emita fluorescencia. Las bandas se visualizaron empleando el scanner de
fluorescencia Typhoon 9210 (GE Healthcare) determinandose la intensidad de las bandas

mediante el software Imagequant TL (GE Healthcare). La misma membrana se usé para
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determinar en extractos totales la expresion de a-actina (1:150.000, anticuerpo monoclonal
de ratdn, Sigma Chemical Co.), IKK (1:200, anticuerpo monoclonal, Santa Cruz Biotechnology
Inc.) y JNK (1:1.000, anticuerpo monoclonal Cell Signalling Technology, Inc.) y en extractos
nucleares la de TBP (1:2.000, anticuerpo policlonal, Santa Cruz Biotechnology Inc.). Todos

los anticuerpos fueron diluidos en solucién de lavado con 5% de leche desnatada en polvo.

Inmunofluorescencia

Para comprobar la localizacion celular de p65 tras el estimulo con Ang Il y ET-1 con o
sin tratamientos, se cultivaron CMLV de SHR en cristales colocados en el interior de placas
de 24 pocillos (Sarstedt AG & Co., NUmbrecht, Alemania) a una densidad de 6 x 10*
células/pocillo. Al alcanzar un 60% de confluencia, las células se ayunaron afiadiendo medio
DMEM con 0,2% de FBS durante 24 h. Las células fueron tratadas o no con pioglitazona (10
UM) durante 18 h y después se estimularon con Ang Il (100 nM) durante 45 min o ET-1 (100
nM) durante 40 min. Tras realizar distintos lavados con PBS, las células se fijaron con 4% de
paraformaldehido durante 10 min y se permeabilizaron con una solucién de PBS
conteniendo 0,2% BSA y 0,5% Triton X-100. Tras varios lavados, se procedié al bloqueo de
posibles reacciones inespecificas incubando durante 1 h con una solucidon PBS con 5% BSA y
0,05% Tritén X-100. A continuacidn, se afiadid el anticuerpo primario anti-p65 de conejo
(1:200 en la solucién de bloqueo previamente mencionada) y se incubé toda la noche a 4° C
en una camara humeda. Después se realizaron varios lavados con PBS con 0,2% de BSA y
0,05% de Tritéon X-100, tras los cuales se afiadid el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488
anti-lgG de conejo (H+L) (1:2.000; Invitrogen Life Technologies) preservandolo de la luz. Se
incluyeron controles que se incubaron con anticuerpo secundario en ausencia de anticuerpo
primario. Tras sucesivos lavados, las células se incubaron durante 15 min con DAPI
(1:10.000; Invitrogen Life Technologies) para tefir el nlcleo. A continuacion, se procedio al
montaje en los portaobjetos empleando Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen Life
Technologies), y se dejo secar completamente en la oscuridad hasta el dia siguiente. La
inmunofluorescencia de las células tefiidas se observd con un microscopio de fluorescencia

(Nikon, C1 plus, Nikon Instruments Europe, Surrey, UK).
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Cuantificacion de ARNm

Los niveles de ARNm de genes especificos fueron determinados mediante la técnica
cuantitativa de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qRT-PCR) en CMLV y
en segmentos de aorta de rata congelados inmediatamente después de la extraccion y
conservados a -80° C hasta su utilizacion. Para ello, se obtuvo ARN total usando TRIreagent,
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI TRIreagent, buffer especifico para la
extraccidon y preservacion de ARN total en un solo paso, produce la ruptura de las células al

disolver lipidos y precipitar proteinas.

En el caso de los cultivos celulares, una vez finalizados los distintos tratamientos a los
gue se sometieron, se retiré el medio de ayuno y se realizaron tres lavados con PBS
previamente refrigerado y se afadié en cada pocillo 1 ml de TRIreagent. Las células se
homogeneizaron pipeteando arriba y abajo varias veces con una micropipeta y se pasaron a
microtubos estériles de 1,5 ml, donde se anadié 200 ul de cloroformo a cada muestra. Se
taparon bien los tubos y se agitaron vigorosamente durante 15 segundos, dejandolos
después en reposo durante 5 min a temperatura ambiente. La mezcla resultante se
centrifugd a 12.000xg durante 15 min a 4° C, obteniéndose 3 fases: una fase roja en la parte
inferior del tubo (contiene proteinas), una interfase blanca (contiene ADN) y una fase
superior incolora (contiene ARN); esta ultima se transfiri6 a un microtubo al que se
anadieron 500 pl de isopropanol y 10 ug de glucégeno, que forma complejos con los acidos
nucleicos permitiendo la formacién de precipitados visibles y facilmente manipulables; se
incub6 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000xg durante 10 min a 4°C,
produciéndose la precipitacion del ARN. Se elimind el sobrenadante, se afiadié 1 ml de
etanol al 75% al precipitado y se centrifugd a 12.000xg, durante 5 min a 4° C. A
continuacion, se eliminé el sobrenadante y el precipitado se dejé secar al aire. Por ultimo, se

resuspendio el precipitado en 10 pl de agua libre de nucleasas.

En el caso de los segmentos adrticos, previo a la extraccidn del ARN total, se prepard y
esterilizé el material, para evitar contaminacion con ARNasas. Para ello, el vastago del
politron a utilizar se introdujo durante 4 h en un horno (Heraeus T5050, Hanau, Alemania) a

200° C y se mantuvo durante 6 h en una solucion 50 mM de NaOH preparada en agua
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bidestilada autoclavada y tratada durante toda la noche anterior con 0,01% de
dietilpirocarbonato (DEPC), un inhibidor de ARNasas. A continuacién, se autoclavd el
vastago y se mantuvo en condiciones estériles hasta su utilizacién. Los tubos en los cuales se
iba a llevar a cabo la homogenizacién se introdujeron durante la noche anterior al
procesamiento del tejido en una solucién de NaOH 50 mM preparada con agua tratada con
DEPC. Una hora antes del comienzo de la extraccion, se elimind por completo el NaOH de
los tubos, lavando repetidas veces cada tubo con agua tratada con DEPC para evitar

alteraciones en el pH que pudieran afectar a la extraccion.

Los segmentos adrticos fueron homogenizadas en frio con un Politrén (PT-2010,
Kinematica AG, Lucerna, Suiza) en 1 ml de TRIreagent, segun el método modificado de
Chomczynski y Sacchi (1987). A continuacion las muestras se centrifugaron a 10.000xg y se
recogieron los sobrenadantes, con los que se siguidé el mismo protocolo especificado para

células.

El ARN procedente de CMLV y de segmentos de aorta se cuantificé en un sistema
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc, Wilmington, DE, USA), el cual determina su
absorbancia a 260 nm. Ademads, se midieron las absorbancias a 230 y 280 nm para
determinar las relaciones obtenidas entre 260 y 280 nm y 260 y 230 nm y comprobar que
estaban dentro de los rangos establecidos que determinan la calidad del mismo. Una vez
cuantificado el ARN total obtenido, se comprobd el estado de los distintos ARNs por la
visualizacién de los ARNr 18S y 28S en gel de agarosa (1%) (Fig. 19). Para ello se mezcld 1 pg
de ARN con tampdn de carga de ARN desnaturalizante compuesto de formaldehido al
18,5%, formamida al 50%, MOPS 40 mM, Ficoll al 4% y azul de bromofenol como marcador
del frente de la electroforesis. A esta mezcla se le afiadié 0,1 pg/ul de bromuro de etidio y
se calentd a 95° C con el fin de desnaturalizar el ARN. La mezcla se cargd en un gel de
agarosa al 1% disuelta en tampon MOPS y formaldehido 0,6 M en condiciones

desnaturalizantes.
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Fig. 19: Visualizacion de ARN 18S y 28S en gel de agarosa al 1% en condiciones

desnaturalizantes.

A continuacién se procedié a la retrotranscripcion de 1 pug de ARN a ADN
complementario (ADNc) usando el High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) en 10 ul de reaccion. Los ARNs se mezclaron con los reactivos del kit y
se introdujeron en un termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemania) donde se llevd a cabo la reaccién, definiendo un Unico ciclo con los siguientes
pasos: 10 min a 25° Cy 2 h a 37° C. Se ainadié un ultimo paso a 85° C durante 5 min para
inactivar la retrotranscriptasa. Finalizada la retrotranscripcién, y asumida un 100% de
eficacia en la conversion del ARN total a ADNc, los ADNc se almacenaron a -20° C hasta su

posterior utilizacion.

gRT-PCR

La PCR a tiempo real se llevé a cabo mediante sondas Tagman MGB (minor Groove
binder) de 18-22 pb, marcadas en el extremo 5" con un fluordéforo reportero. En situacion de
no amplificacion, no se detecta fluorescencia debido a que este fluoréforo permanece
neutralizado por una molécula situada en el extremo 3" (quencher) que inhibe esta sefial por
medio de Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente (FRET). Este quencher, a su
vez, puede emitir fluorescencia o no; en este trabajo se han usado sondas marcadas con

quencher no fluorescente (NFQ, non fluorescence quencher).

Una vez iniciada la PCR, los cebadores hibridan con sus secuencias diana en los ADNc y
la polimerasa comienza a amplificar. Una vez alcanzada la zona de hibridacién de la sonda
Tagman, y debido a la capacidad 5" exonucleasa de la polimerasa usada, se hidrolizara el
fluoréforo reportero fijado a la sonda y se liberard fluorescencia, la cual sera registrada
como se indica posteriormente por un sistema de deteccién (Fig. 20). Por lo tanto, se
necesita la hibridacién especifica tanto de los cebadores como de las sondas para la correcta

amplificacién y deteccion del producto.
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Las sondas utilizadas fueron de disefio comercial (Tagman gene expression assays,
Applied Biosystems Hispania, Alcobendas, Espafia) y constan de una pareja de cebadores de
alta eficiencia (cuyas regiones complementarias estdn ubicadas en distintos exones del
ARNm a analizar), y de la sonda Tagman marcada con FAM como fluoréforo reportero (cuyo
maximo de emision estd a la longitud de onda de 535 nm), la cual hibrida con un segmento
interior de la secuencia a analizar que comprende a los dos exones en cuyos extremos se
sitian los cebadores. De este modo, la construccién permite amplificar productos
pequefios, entre 60-200 pb, con muy alta especificidad y sensibilidad; ademads, al ser
estrictamente necesario el procesamiento intronico para la hibridacidon tanto del par de

cebadores como de la sonda tagman, se minimiza la posibilidad de deteccién de ADN

gendmico.
1- Hibridacion especifica de sonda y cebadores.
~ o N
- sonda Q
cebador

5 MTTTTTTTTTT13’

3 LIl 11y 5°
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fluorescencia del fluoréforo reportero ubicado en
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Fig. 20: Esquema mostrando los distintos pasos de la PCR a tiempo real y el principio
que permite relacionar la emision de fluorescencia con la cantidad de producto
amplificado. Adaptado de Pérez-Girdn, 2009.
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Las reacciones se prepararon en placas de 96 pocillos (MicroAmp optical 96 well

reaction plate, Applied Biosystems Hispania), analizandose cada muestra por duplicado o

triplicado en el caso de genes de menor expresion. Cada reacciéon se prepard en una

campana de flujo laminar (Mini-V / PCR, Telstar, Madrid, Espafia), previamente esterilizada

por luz ultravioleta, en un volumen final de 10 ul conteniendo:

e 4,5 ul de ADNc diluido con agua libre de nucleasas, a una concentracion

determinada previamente por curvas de concentracion especificas para el

ADNCc de cada gen a amplificar; para estas curvas se utilizé una mezcla de ADNc

de todas las situaciones experimentales a analizar.

e 5,5 ul de mezcla de reaccién que consta de 5 ul de Tagman Universal PCR

Mastermix 2X con ROX como fluorocromo para control de carga de la mezcla

(Applied Biosystems Hispania) y 0,5 ul de mezcla 20X de Sonda Tagman y del

par de cebadores especificos para cada gen (Tabla 4).

ARNm a analizar

Referencia (Applied Biosystems)

COX-2 Rn00568225_m1
c-jun Rn00440945_m1
NOX-1 Rn00586652_m1
Pre-pro-ET-1 Rn00561129_m1

B,-microglobulina

Rn00560865_m1

Ciclofilina D

Rn01458749 gl

Tabla 4: Sondas tagman usadas en la PCR a tiempo real

Una vez preparadas las reacciones, las placas se sellaron con papel adhesivo dptico

(MicroAmpFast 96 Well, Applied Biosystems Hispania), el cual no interfiere con la emisién

de fluorescencia pero si evita la evaporacion durante los periodos de desnaturalizacién.

Las distintas cinéticas de amplificacion se registraron empleando un sistema de

deteccion de secuencias ABI PRISM 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems)

perteneciente al CAT (Centro de Apoyo Tecnoldgico) de la Universidad Rey Juan Carlos,

usando las siguientes condiciones: 30 segundos 95° C y 40 ciclos (15 segundos a 95° C, 1 min
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a 60° C). Para normalizar se usaron [3,-microglobulina o ciclofilina D como controles

—AACt

enddgenos. Para calcular la expresidn relativa usamos el método de 2 (Livak vy

Schmittgen, 2001).

Cuantificacion de la produccion de anién superdxido

Los niveles de anién superéxido “in situ” fueron determinados por medio del analisis
de la emision de fluorescencia en imdgenes obtenidas por microscopia confocal, usando el
método del dihidroetidio (DHE), como previamente se ha descrito (Jiménez-Altayé et al.,
2006). La hidroetidina es capaz de atravesar libremente las membranas celulares y oxidarse
en presencia de O, transformdndose en oxietidio, el cual queda atrapado en el interior
celular debido a su capacidad para intercalarse en el ADN. El oxietidio se excita a 535 nm de

longitud de onda y emite una fluorescencia rojaa 610 nm.

Para llevar a cabo la deteccidn de anién 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 con DMEM suplementado
con 0,2% de FBS y posteriormente estimuladas con Ang Il (100 nM) durante 2 h o ET-1 (100
nM) durante 1 h en presencia y ausencia de la preincubacién durante 18 h con pioglitazona
(10 pM). Como situacién control se utilizaron cultivos celulares no estimulados. Transcurrido
el periodo de tratamiento, las CMLV se incubaron con DHE (10 uM) disuelto en medio
DMEM con 0,1% de BSA durante 30 min a 37° C. La fluorescencia fue detectada usando un
objetivo de inmersion de 40X en un microscopio confocal Leica TCS SP5, equipado con un

laser kripton/argon (Leyca Microsystems).

Se cuantificaron los valores de la intensidad de fluorescencia de 10-15 nucleos por
experimento e imagen usando el software de anadlisis de imagen Metamorph para PC. Se
asigné el valor 100 a la fluorescencia en ausencia de estimulo (control), representandose el

resto de situaciones como incremento respecto al control.
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Actividad NADPH oxidasa

La actividad de la NADPH oxidasa se determind mediante quimioluminiscencia emitida
por la reaccidon entre la lucigenina y O,, de acuerdo con el procedimiento descrito por San
José et al. (2009), con ligeras modificaciones. La lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridina)
es un compuesto aromatico que es reducido por el O, produciendo emision de luz que

puede ser detectada en un luminémetro.

Para analizar la actividad NADPH oxidasa en CMLV, tras los tratamientos con
pioglitazona e inhibidores se estimularon los cultivos con Ang Il (100 nM, 1 h) o ET-1 (100
nM , 1 h), tras lo cual fueron lavados dos veces con PBS frio y las CMLV raspadas usando un
tampodn fosfato (50 mM KH,PO4, 1 mM EGTA y 150 mM sacarosa). La actividad NADPH
oxidasa en la pared vascular se analizé en segmentos de aorta de ratas WKY, SHR y SHR
tratadas con pioglitazona. En otro grupo de experimentos se incubaron 3 segmentos de
aorta de SHR a 37° C con PBS; uno de los segmentos se usé como control y los otros dos se
incubaron ex vivo con ET-1 (1 nM, 90 min) tratados o no previamente con pioglitazona (10
UM, 18 h). A continuacion los segmentos se almacenaron a -80° C hasta su utilizacion. Los
segmentos fueron homogeneizados en tampdn fosfato usando un tubo y un émbolo de
cristal. Los homogenados de CMLV y aorta fueron colocados por duplicado (50 ul) en placas
de 96 pocillos (U96 PP-0.5 ML White, Thermo Fisher Scientific Inc). A cada pocillo se le
anadieron 175 pl de tampodn fosfato y 1,25 pl de lucigenina. La luminiscencia fue medida a
750 nm con un luminémetro de placas (Berthold modelo Orion II, Titertek-Berthold,
Pforzheim, Alemania) cada 1,8 segundos durante 3 min obteniendo asi un registro basal de
los niveles de especies reactivas de oxigeno. A continuacion, se afiadieron a cada pocillo 25
pl de NADPH, cofactor del complejo enzimatico, y se midié de nuevo la luminiscencia cada
1,8 segundos durante 3 min, obteniendo asi un registro de especies reactivas de oxigeno
producidas por NADPH oxidasa. A estos valores se les restaron los basales y el resultado fue
normalizado con la concentracién de proteina. Se asigné el valor de 100 a la luminiscencia
en ausencia de estimulo (control), representdndose el resto de situaciones como

incremento respecto al control.
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Determinacion de los niveles de NO

La produccion de NO fue determinada en 3 segmentos adrticos de SHR, uno de ellos se
usé como control y los otros dos se incubaron con ET-1 (1 nM, 90 min) previamente tratados
0 no con pioglitazona (10 uM, 18 h). En primer lugar se estabilizaron los segmentos adrticos
con HEPES durante 30-45 min a 37° C. Posteriormente se incubaron con la sonda
fluorescente 4,5- diaminofluoresceina (DAF-2) (20 uM en tampdn HEPES, pH 7,4) durante 45
min a 37° C (Martinez-Revelles et al., 2013). A continuacidén, los segmentos adrticos fueron
permeabilizados con tritdn 0,05 % durante 3 min y se midieron los niveles de NO en el
medio utilizando un espectrofluorimetro (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Ortenberg,
Alemania). Al finalizar el protocolo experimental, los segmentos adrticos fueron pesados.
Para evitar variaciones en la fluorescencia entre diferentes dias, todos las condiciones
experimentales fueron medidas cada dia. Como control negativo se utilizaron segmentos
incubados con L-NAME. La cantidad de NO liberado fue expresado en unidades arbitrarias

por mg de tejido.

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 bafio de drganos de un midgrafo dual isométrico (JP-Trading,
Aarhus, Dinamarca), en el cual se introdujeron dos alambres de acero de 40 um de didmetro

por la luz de la arteria (Fig. 21).

Después de un periodo de estabilizacion de 30 min en KHS oxigenada a 37° Cy pH 7,4
las arterias se estiraron gradualmente hasta conseguir la tensién 6ptima en funcién de su
didmetro. Para ello, en cada segmento arterial se determiné la relacién entre la tensién de
la pared vascular y la circunferencia interna del vaso y, a partir de ella, la circunferencia
interna correspondiente a una presién transmural de 100 mm Hg para un vaso relajado in
situ (Ligo). Para la realizacion de los experimentos, las arterias se situaron con una
circunferencia interna Ly, siendo L; = 0,9 x Ligo, circunferencia a la cual el desarrollo de

tensién es maximo. El didmetro de las arterias se determiné como Il; = Ly/m. Una vez
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finalizado el proceso de normalizacién, los segmentos arteriales se lavaron y se equilibraron
durante 30 min. A continuacién, se comprobd la contractilidad de los segmentos por
exposicién de los mismos a una solucién de alta concentracién de potasio (K*-KHS, 120 mM)

la cual es idéntica a KHS excepto que NaCl fue reemplazado por KCl a una concentracién

equimolar.
Ordenador
——
| T l -
2 g ié
PowerlLab; sistema de
adquisicidn de datos U
A Carbégeno:
\ L\ ar > 95% 0,
R T 5% CO
Placas de montaje /@ \}t Midgrafo 2

Alambre

Fig. 21: Esquema representativo del midgrafo de alambres donde se realizaron los
experimentos de reactividad vascular.

En primer lugar se determind la presencia de endotelio funcional por la capacidad de
10 uM de acetilcolina (ACh) de producir relajacion en arterias previamente contraidas con el
agonista de receptores aj-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 relajaban con ACh mas de un 80% del tono
previo en ratas WKY y mds de un 60% en las ratas SHR. A continuacion, se procedié al lavado
de las preparaciones arteriales y tras 90 min de incubacion con ET-1 (1 nM), se realizé una
curva concentracion-respuesta a fenilefrina (0,1-30 uM). En algunos experimentos se analizo
la participaciéon de los receptores ET, y ETg en el efecto de ET-1, para lo cual se incubaron los
segmentos arteriales con sus respectivos antagonistas, BQ123 y BQ788, 30 min antes de la

administracién de ET-1 (Fig. 22).

101




102 Roberto Palacios Ramirez

BQ788/BQ123 ET-1 (1 nM) Fenil
(30 min) (90 min) _ (0,1 uM-30 M)

KK T/[\

Fenilefrina
Lavado

Fig. 22: Esquema representativo del protocolo experimental realizado en los
experimentos de reactividad vascular en AMR de ratas WKY y SHR usando los
antagonistas de los receptores de ET-1. ACh: acetilcolina.

La participacion de los derivados de COX en la contraccién inducida por fenilefrina en
presencia de ET-1 se analizé utilizando el inhibidor no selectivo indometacina (10 uM); para
comprobar el papel de derivados de la COX-2 se usé el inhibidor selectivo NS 398 (1 uM);
también se analizo el efecto de SQ29,548 (1 uM) y de SC 19220 (10 uM) para comprobar la
participaciéon de los receptores TP y EP1/EP3, respectivamente, sobre la respuesta a
fenilefrina. Para analizar el papel del NO en la respuesta contrdctil inducida por fenilefrina
se estudié el efecto producido por L-NAME, (100 uM), inhibidor no selectivo de la eNOS,
sobre dicha respuesta. Estos farmacos se administraron 30 min antes de iniciar la curva

concentracion-respuesta a fenilefrina (Fig. 23).

ET-1 (1 nM)

. Fco. Fenil
(60 min)
|

(30 min) : (0,1 pM-30 pMm)

KK /’Y

Fenilefrina Ach

Fig. 23: Esquema general representativo del protocolo experimental realizado en los
experimentos de reactividad vascular en AMR de ratas WKY y SHR. ACh: acetilcolina;
Fco: farmacos.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como el valor promedio + error estandar (ES). n hace
referencia al nimero de animales utilizados en el caso de segmentos arteriales o al nimero
de cultivos usados en el caso de las CMLV. Los analisis estadisticos que se llevaron a cabo

fueron t de Student pareada o no pareada y ANOVA de una o dos vias seguido de
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Bonferroni. Los valores se consideraron significativos cuando la probabilidad era menor del

5% (p<0,05).

Soluciones y farmacos utilizados

Los farmacos se prepararon como soluciones concentradas (10 o 100 mM) disueltas en
agua milli-Q y mantenidas en el congelador a -20° C. Los farmacos no disueltos en agua
fueron: SC19220, SP600125, NS398, indometacina y pioglitazona que se disuelven en
dimetilsulféxido (DMSO) y SQ29,548 que se disuelve en etanol. Se realizaron pruebas para
comprobar que este solvente no modificaba la funcidn vascular, la expresion de proteinas o
el ARNm en nuestros experimentos. Cada dia del experimento se preparaban las diluciones

necesarias a partir de las concentradas.

Listado de farmacos utilizados

Acetilcolina, hidrocloruro (Sigma Chemical Co)

Acido etilendiamintetraacético (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
Laboratories)

Albumina de suero bovina (BSA) (Sigma Chemical Co)

Agarosa (Sigma Chemical Co)

Agua libre de nucleasas (Sigma Chemical Co)

Angiotensina Il (Sigma Chemical Co)

Apocinina (4’-Hidroxi-3 -metoxiacetofenona) (Fluka, Sigma Chemical Co)

Azul de bromofenol (3’3", 5'5"'-Tetrabromofenolsulfoneftaleina, sal sédica) (Sigma
Chemical Co)

BQ123 (Sigma Chemical Co)

BQ788 (Sigma Chemical Co)

Bromuro de etidio (Sigma Chemical Co)

Buffer Salino Fosfato (PBS) con Ca**y Mg?* (Sigma Chemical Co)

Buffer Salino Fosfato (PBS) sin Ca** y Mg®* (Sigma Chemical Co)
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Carboximetilcelulosa, sal sédica (Sigma Chemical Co)

Catalasa (Sigma Chemical Co)

Cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania)

Colagenasa Tipo 2 (Invitrogen-Gibco Life Technologies)

Deoxicolato de sddio (Sigma Chemical Co)

Dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma Chemical Co)

Dihidroetidio (Molecular Probes, Invitrogen Life Technologies)

Dimetilsulféxido (DMSQO) (Merck)

DMEM con glutamina, piruvato y 1 g/L de glucosa (Sigma Chemical Co)

Dodecilsulfato sédico (SDS) (BioRad Laboratories)

Endotelina-1 (Sigma Chemical Co)

Etanol (96% volumen/volumen, Merck)

Fenilefrina (Sigma Chemical Co)

Ficoll (GE Healthcare)

Fluoruro de sodio (NaF) (Sigma Chemical Co)

Glicerol (Panreac, Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia)

Glicina (Sigma Chemical Co)

Glucdgeno (Sigma Chemical Co)

Glucosa (Sigma Chemical Co)

Hepes (Sigma Chemical Co)

Hidroxido sédico (NaOH) (Panreac)

Igepal (Sigma Chemical Co)

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

Isopropanol (Merck)

Lactacistina (Sigma Chemical Co)

Leche desnatada (Sveltesse, Nestlé, Vevey, Suiza)

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

Losartan (Merck & Co., Inc., Rahway, NJ, USA)

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

Metanol (Sigma Chemical Co)
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ML171 (Merck)

NADPH (B-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido, sal tetrasddica) (Sigma
Chemical Co)

NS398 (N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil) metanosulfonamida) (Calbiochem)

Ortovanadato sédico (Sigma Chemical Co)

Paraformaldehido (Panreac)

Penicilina/Estreptomicina (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)

Sacarosa (Merck)

SC19220 (acido 2-Acetilhidrazida 10(11H)-carboxilico) (Sigma Chemical Co)

$Q29,548 ([acido 1S-[1.a.,2.a.(Z),3.a.,4.0.]1]-7-[3-[[2-[(fenilamino) carbonil] hidrazino]
metil] -7-oxabiciclo[2.2.1]hept-2-il]-5- heptenoico) (ICN Ibérica S.A., Barcelona, Espafiia)

SP600125 (1,9-Pirazoloantrona) (Merk)

Suero fetal bovino (FBS) (Reactiva)

Temed (N,N,N’,N’-tetra-metil-etilenodiamina) (Sigma Chemical Co)

Tripsina-EDTA (Sigma Chemical Co)

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

Tritén X100 (Sigma Chemical Co)

TriReagent (Sigma Chemical Co)

B-glicerofosfato(Sigma Chemical Co)

B-mercaptoetanol (BioRad)
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Resultados

Pioglitazona reduce la expresion de COX-2 inducida por Ang Il mediante la inhibicion

de la produccion de ROS y ET-1 en CMLV de ratas hipertensas

Pioglitazona reduce la incrementada expresion vascular de COX-2, ET-1 y el estrés

oxidativo asociados al sistema renina-angiotensina en hipertension

En primer lugar analizamos los niveles de ARNm de COX-2, pre-pro-ET-1 y de sus
receptores ETpy ETg en segmentos vasculares de animales normotensos e hipertensos.
Dichos niveles fueron superiores en aorta de ratas SHR que en WKY, a excepcion de los del
receptor ETs que fueron similares (Fig. 24). A continuacién, comprobamos que el
tratamiento de SHR con el agonista PPARy pioglitazona redujo los niveles de ARNm de COX-
2, pre-pro-ET-1 y ET,; sin embargo, dicho tratamiento aumenté los niveles del receptor ETg

(Fig. 24).
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Fig. 24: Niveles de ARNm de COX-2, pre-pro-ET-1 y de los receptores de ET-1 ET, y ET;
en aorta de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con pioglitazona (SHR Pio: 2,5 mg/Kg x dia, 4
semanas). Los resultados (media * ES) se presentan como expresidn relativa respecto a
los niveles en WKY. * p < 0,05 respecto a WKY, # p < 0,05 respecto a SHR, mediante t de
Student no pareada. n=5-8.
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Nuestro grupo ha descrito previamente un aumento del estrés oxidativo en ratas
hipertensas (Alvarez et al., 2007). Confirmando estos resultados, ahora observamos en
aorta de ratas SHR elevados niveles de ARNm de las subunidades del complejo enzimatico
NADPH oxidasa NOX-1, NOX-4 y p47phox, asi como de la actividad de dicha enzima. El
tratamiento de SHR con pioglitazona redujo la expresién de las distintas subunidades y

normalizé la actividad de la enzima (Fig. 25).
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Fig. 25: Niveles de ARNm de las subunidades de la NADPH oxidasa NOX-1, NOX-4 y
p47phox y actividad NADPH oxidasa, determinada mediante el ensayo de lucigenina, en
aorta de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con pioglitazona (SHR Pio: 2,5 mg/Kg x dia, 4
semanas). Los resultados (media + ES) se presentan como valores relativos respecto a
WKY. * p < 0,05 respecto a WKY, # p < 0,05 respecto a SHR, mediante t de Student no
pareada. n=4-7.
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En un trabajo previo de nuestro grupo se ha descrito el papel del SRA en la
incrementada expresion de COX-2 y del estrés oxidativo que se observa en SHR (Alvarez et
al., 2007). Para comprobar si el SRA también esta involucrado en la mayor expresion de ET-1
observada en SHR, se trataron estas ratas con losartdn, antagonista de receptores de Ang |l
AT;. Como puede observarse en la figura 26, el tratamiento de SHR con losartan (15 mg/Kg x
dia, 12 semanas) redujo los aumentados niveles de ARNm de pre-pro-ET-1 y de su receptor

ETaen aorta, apoyando el papel del SRA en este aumento.
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Fig. 26: Niveles de ARNm de pre-pro-ET-1 y del receptor de ET-1 ET, en segmentos de
aorta de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con losartan (SHR Los, 15 mg/Kg x dia, 12
semanas). Los resultados (media * ES) se presentan como expresidn relativa respecto a
los niveles en WKY. * p < 0,05 respecto a WKY, # p < 0,05 respecto a SHR, mediante t de
Student no pareada. n= 6-8.
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Ang Il induce la expresion de COX-2 en CMLV de ratas WKY y SHR

Para tratar de clarificar los mecanismos por los cuales pioglitazona reduce la
incrementada transcripcion de COX-2 y ET-1 asi como el estrés oxidativo observado en ratas

hipertensas, los siguientes experimentos se llevaron a cabo usando cultivos de CMLV.

De forma analoga a lo observado en segmentos adrticos, los niveles de ARNm de COX-

2 fueron mayores en CMLV de aorta de ratas SHR que en las de WKY (Fig. 27).
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Fig. 27: Niveles de ARNm de COX-2 en CMLV de ratas WKY y SHR. Los resultados (media
+ ES) se presentan como expresidn relativa respecto a los niveles en WKY. * p < 0,05
respecto a WKY, mediante t de Student no pareada. n= 6-8.
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Ang Il (100 nM) aumentd los niveles de ARNm de COX-2 de forma tiempo-dependiente
en CMLV de aorta de ambas cepas (Fig. 28). En la figura 28 también se muestra el aumento
de expresién proteica de COX-2 tras 2 horas de incubacion con Ang Il; dicho aumento fue
mayor en cultivos procedentes de ratas SHR que en los de ratas WKY (WKY: 1,25 + 0,05;
SHR: 3,75 + 1,15, p < 0,05, mediante t de Student no pareada).
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Fig. 28: Induccion dependiente del tiempo de ARNm de COX-2 producida por Ang Il (100
nM, 15’ -3 h) en CMLV de aorta de ratas WKY y SHR. Efecto del tratamiento de CMLV de
aorta de ratas WKY y SHR con Ang Il (100 nM, 2 h); sobre los histogramas de expresién
proteica se muestran blots representativos. Los resultados (media * ES) se presentan
como expresion relativa respecto a los niveles en situacion control (Ctrl o 0’). * p < 0,05
respecto al control, mediante ANOVA de medidas repetidas de una via seguido de
Bonferroni o t de Student pareada. n=4-8.
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Pioglitazona reduce la expresion de COX-2 inducida por Ang Il en CMLV de WKY y SHR

El tratamiento con el agonista de PPARy pioglitazona (10 uM, 18 h) redujo los niveles
de ARNm de COX-2 inducidos por Ang Il (100 nM, 2 h) en CMLV de WKY y de SHR. El
tratamiento también redujo la expresidn proteica de COX-2 en SHR (Fig. 29); en ratas WKY
no se evalud el efecto de pioglitazona sobre la expresién de COX-2 debido al escaso

incremento producido por Ang Il (ver figura 28).
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Fig. 29: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18h) sobre los niveles de ARNm y proteina
de COX-2 en CMLYV de aorta de ratas SHR y de WKY estimuladas con Ang Il (100 nM, 2 h).
Sobre el histograma de expresidon proteica se muestra un blot representativo. Los
resultados (media + ES) se presentan como expresidn relativa respecto a los niveles en
situacion control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p< 0,05 respecto a Ang I, mediante t
de Student pareada. n=5-8.



Resultados 115

ET-1 contribuye a la induccion de COX-2 por Ang Il en CMLV de SHR

En primer lugar analizamos los niveles de ET-1 en CMLV de aorta de animales

normotensos e hipertensos. Al igual que ocurria en segmentos de aorta, los niveles de

ARNm de pre-pro-ET-1 fueron mayores en CMLV de ratas SHR que en las de WKY (Fig. 30).
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Fig. 30: Niveles de ARNm de pre-pro-ET-1 en CMLV de ratas WKY y SHR. Los resultados
(media % ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en WKY. * p <
0,05 respecto a WKY, mediante t de Student no pareada. n= 6-7.

La incubacién con Ang Il (100 nM, 15’ -3 h) incrementd los niveles de ARNm de pre-

pro-ET-1 en CMLV de SHR de forma tiempo-dependiente. Sin embargo, en CMLV de WKY no

se observo efecto de Ang Il sobre los niveles de ET-1 (Fig. 31), razén por la que continuamos

nuestro estudio en CMLV de SHR.
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Fig. 31: Induccién dependiente del tiempo de ARNm de pre-pro-ET-1 producida por Ang
Il (100 nM, 15’ -3 h) en CMLV de ratas WKY y SHR. Los resultados (media * ES) se
presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacién control (0°). * p <
0,05 respecto al control, mediante ANOVA de medidas repetidas de una via seguido de

Bonferroni. n=4-7.
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Como se ha comentado anteriormente, el aumento de los niveles de pre-pro-ET-1 en
segmentos aorticos de SHR es dependiente de la activacion de receptores AT; por Ang Il. En
CMLV de SHR, el tratamiento con losartan (10 uM) inhibié el efecto de Ang Il sobre los
niveles de ARNm de pre-pro-ET-1, confirmando la participacién del receptor AT, en este

efecto (Fig. 32).
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Fig. 32: Efecto de losartan (Los, 10 uM, 1 h) sobre los niveles de ARNm de pre-pro-ET-1
en CMLV de aorta de ratas SHR estimuladas con Ang Il (100 nM, 1 h). Los resultados
(media % ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacion
control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p< 0,05 respecto a Ang Il, mediante t de
Student pareada. n= 5-8.
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Para analizar el papel de ET-1 en el incremento de COX-2 producido por Ang Il,
incubamos las células con el antagonista de receptores ET, de ET-1 BQ123 y con el de
receptores ETg BQ788. BQ123 (1 uM) redujo el incremento en los niveles de COX-2 inducido
por Ang Il, tanto a nivel de ARNm como de proteina; sin embargo, BQ788 (1 uM) no tuvo

ningun efecto sobre el ARNm, por lo que no se analizé su efecto sobre la expresion proteica

(Fig. 33).
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Fig. 33: Efecto de BQ123 (1 uM, 1 h) y BQ788 (1 uM, 1 h) sobre la induccién de ARNm y
de proteina de COX-2 producida por Ang Il (100 nM, 2 h) en CMLV de SHR; sobre el
histograma de expresidén proteica se muestra un blot representativo. Los resultados
(media % ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacion
control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p< 0,05 respecto a Ang Il, mediante t de
Student pareada. n=5-6
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Estos resultados sugieren que ET-1, activando receptores ET,, participa en la induccidn
de COX-2 producida por Ang Il en CMLV de aorta de ratas SHR. Para confirmar esta
hipdtesis, analizamos el efecto de la incubacion con ET-1 (100 nM, 1 h); en estas
condiciones, se observd un incremento en el ARNm y proteina de COX-2. Este efecto fue
dependiente de receptores ET, ya que el tratamiento con su antagonista BQ123 (1 uM)

redujo la induccién del ARNm de COX-2 por ET-1 (Fig. 34).
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Fig. 34: Efecto de ET-1 (100 nM, 1 h) sobre los niveles de ARNm y proteina de COX-2 en
CMLV de SHR; sobre el histograma de expresidn proteica se muestra un blot
representativo. También se muestra el efecto de BQ123 (1 uM, 1 h) sobre los niveles de
ARNmM. Los resultados (media + ES) se presentan como expresion relativa respecto a los
niveles en situacién control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p< 0,05 respecto a ET-1,
mediante t de Student pareada. n= 5-6.
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Pioglitazona reduce el incremento en la expresion de ET-1 inducida por Ang Il en CMLV

de SHR

Debido a la participacion de ET-1 en la expresidn de COX-2 inducida por Ang Il en
CMLV de SHR, analizamos la posibilidad de que el efecto de pioglitazona inhibiendo la
induccion de COX-2 por Ang Il se deba, al menos en parte, a que afecte a la expresién de ET-
1. Para comprobarlo, tratamos CMLV de SHR con el agonista de PPARy y observamos que

pioglitazona redujo la expresion de ET-1 producida por Ang Il (Fig. 35).
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Fig. 35: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre los niveles de ARNm de pre-pro-
ET-1 inducidos por Ang Il (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Los resultados (media % ES) se
presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacién control (Ctrl). * p
< 0,05 respecto a Ctrl, # p< 0,05 respecto a Ang Il, mediante t de Student pareada. n= 5-
8.
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El estrés oxidativo contribuye a la expresion de ET-1 y COX-2 inducida por Ang Il

La capacidad de Ang Il para producir especies reactivas de oxigeno es un hecho bien
conocido. Como ya se ha comentado, nuestro grupo habia demostrado que el incremento
de ROS en SHR es debido, al menos en parte, al aumento de la actividad del SRA (Alvarez et
al., 2007). La incubacién de CMLV de SHR con Ang Il incrementd los niveles de ARNm de
NOX-1, la actividad del complejo enzimatico NADPH oxidasa y, en consecuencia, los niveles

de anién superoxido (Fig. 36).
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Fig. 36: Efecto de Ang Il (100 nM, 2 h) sobre los niveles de ARNm de NOX-1, la actividad
NADPH oxidasa y la produccidn de aniéon superéxido en CMLV de SHR. Las
microfotografias muestran imagenes representativas de la produccién de anidn
superoxido; se usé apocinina (Apo, 30 uM) como control negativo. Los resultados
(media * ES) se presentan como valores relativos respecto a la situacion control (Ctrl). *
p < 0,05 respecto a Ctrl, # p< 0,05 respecto a Ang Il, mediante t de Student pareada n=
5-9.
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Para comprobar la participacidon de estas ROS en el incremento del ARNm de COX-2
inducido por Ang Il, tratamos las células con el inhibidor de la subunidad catalitica NOX-1 de
NADPH oxidasa ML171 (0,5 uM) y con el barredor de H,0; catalasa (1.000 U/ml); ambos

farmacos redujeron los niveles de ARNm de COX-2 (Fig. 37).
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Fig. 37: Efecto de ML171 (0,5 uM, 1 h) y catalasa (Cat, 1.000 U/ml, 1 h) sobre los niveles
de ARNm de COX-2 inducidos por Ang Il (100 nM, 2 h) en CMLV de SHR. Los resultados
(media £ ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacion
control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a Ang Il, mediante t de
Student pareada. n=4-5.
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Puesto que, como hemos visto, ET-1 estd implicada en la expresién de COX-2 inducida
por Ang Il, quisimos comprobar si las ROS también participan en la induccién de ET-1
producida por Ang Il. Ambos farmacos, ML171 y catalasa, también redujeron el incremento

en los niveles de ARNm de pre-pro-ET-1 inducidos por Ang Il (Fig. 38).

pre-pro-ET-1 25 pre-pro-ET-1
51 %
2 2.0
8 4 = #
£ g .. 1.5- ;
c
£ | ol 7
g 2 T /
2 %
3 11 // 0.5 /
0- Z 0.0- A
Ctrl Angll + ML171 Ctrl Angll +Cat

Fig. 38: Efecto de ML171 (0,5 uM, 1 h) y catalasa (Cat 1.000 U/ml, 1 h) sobre los niveles
de ARNm de pre-pro-ET-1 inducidos por Ang Il (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Los
resultados (media + ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en
situacion control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p< 0,05 respecto a Ang Il, mediante t
de Student pareada. n=5.
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Pioglitazona reduce el estrés oxidativo inducido por Ang Il en CMLV de SHR

El tratamiento de los cultivos celulares con pioglitazona redujo tanto la expresién de
NOX-1 como la actividad NADPH oxidasa y la produccion de anién superdxido inducidos por
Ang Il (Fig. 39). Puesto que el estrés oxidativo participa en la inducciéon de ET-1 y COX-2
producida por Ang I, estos resultados sugieren que pioglitazona reduce la expresion tanto
de ET-1 como de COX-2, al menos en parte, por mecanismos dependientes de la reduccion

de ROS.
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Fig. 39: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre los niveles de ARNm de NOX-1, la
actividad NADPH oxidasa y la produccién de anién superodxido inducidos por Ang Il (100
nM, 2 h) en CMLV de SHR. Las microfotografias muestran imagenes representativas de
la produccién de anidn superdxido. Los resultados (media + ES) se presentan como
valores relativos respecto a la situacion control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p <
0,05 respecto a Ang Il, mediante t de Student pareada. n=5-9.
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AP-1 contribuye a la aumentada expresion de COX-2, ET-1 y el estrés oxidativo inducido

por Ang Il en CMLV de SHR

Se ha descrito que los genes de ET-1, COX-2 y NOX-1 tienen sitios regulatorios en sus
promotores donde se une el factor de transcripcién proinflamatorio AP-1 (Tsatsanis et al.,
2006; Cevik et al., 2008; Cheng et al., 2010). Por esto, se analizé la participacion de este
factor de transcripcién en la expresion de NOX-1 y ET-1, asi como su contribucién al
aumento de la expresion de COX-2 inducido por Ang Il. En primer lugar observamos que Ang
Il aumentd la fosforilacion de JNK1/2 (MAPK que fosforila c-jun en su extremo N-terminal,
promoviendo su homodimerizaciéon o su heterodimerizacién con c-fos, activando asi AP-1).

Asimismo, Ang Il incrementd los niveles de c-jun y la expresidn nuclear de p-c-jun (Fig. 40).
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Fig. 40: Induccién dependiente del tiempo de la expresién de la forma fosforilada de
IJNK1/2 (p-JNK1/2) producida por Ang Il (100 nM, 2-30") en CMLV de SHR. Efecto de Ang
I (100 nM, 1 h) sobre los niveles de ARNm de c-jun y la expresién nuclear de la forma
fosforilada de c-jun (p-c-jun). Sobre los histogramas de expresidn proteica se muestran
blots representativos. Los resultados (media * ES) se presentan como expresion relativa
respecto a los niveles en situacién control (Ctrl o 0°). * p < 0,05 respecto al control,
mediante ANOVA de medidas repetidas de una via seguido de Bonferroni o t de Student
pareada. n=4-5.

El tratamiento de CMLV de aorta de ratas SHR con el inhibidor de JNK SP600125 (20
UM) redujo el incremento de los niveles de ARNm de pre-pro-ET-1 y de NOX-1, asi como de
la actividad NADPH oxidasa producidos por Ang Il (Fig. 41). Ademads, y de acuerdo con los
resultados anteriores que sugieren la participacion de ROS y ET-1 en la expresién de COX-2
inducida por Ang Il, se observd que esta expresion también fue reducida por el inhibidor de

INK (Fig. 41).
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Fig. 41: Efecto de SP600125 (SP, 20 uM, 30’) sobre los niveles de ARNm de pre-pro-ET-1
y NOX-1, la actividad NADPH oxidasa, asi como sobre los niveles de ARNm y la expresion
proteica de COX-2 producidos por Ang Il (100 nM, 2 h) en CMLV de SHR. Sobre el
histograma de expresidon proteica se muestra un blot representativo. Los resultados
(media * ES) se presentan como valores relativos respecto a la situacién control (Ctrl). *

p < 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a Ang I, mediante t de Student pareada. n=
5-9.
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Pioglitazona inhibe la activacion de AP-1 inducida por Ang Il en CMLV de SHR

Es ampliamente conocido que PPARy puede interferir con la actividad de varios
factores de transcripcion mediante mecanismos de transrepresién (Ricote y Glass, 2007),
por lo que analizamos si éste es el mecanismo por el que pioglitazona regula la expresién de
ET-1 y COX-2. Como puede observarse en la figura 42, pioglitazona redujo la fosforilacion de
JNK1/2, los niveles de ARNm de c-jun y, en consecuencia, la presencia de fosfo-c-jun en

extractos nucleares de CMLV estimulados con Ang Il.
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Fig. 42: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre la expresién de la forma
fosforilada de JNK1/2 (p-JNK1/2) inducida por Ang Il (100 nM, 15’), asi como sobre los
niveles de ARNm de c-jun y la expresién nuclear de la forma fosforilada de c-jun (p-c-
jun) inducidos por Ang Il (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Sobre los histogramas de
expresion proteica se muestran blots representativos. Los resultados (media * ES) se
presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacion control (Ctrl). * p
< 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a Ang Il, mediante t de Student pareada. n= 4-
5.
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NFkB contribuye a la aumentada expresion de COX-2 y ET-1 y al estrés oxidativo

inducidos por Ang Il en CMLV de SHR

Otro factor de transcripcion proinflamatorio para el cual se han encontrado sitios de
regulacion en el promotor de los genes de NOX-1, ET-1 y COX-2 es NFkB (Rodriguez-Pascual
et al., 2011; Stow et al., 2011), por lo que analizamos su participacion en la expresion de
estos genes inducida por Ang Il. Ang Il aumentd la fosforilacion de IKK, la quinasa del
inhibidor de NFkB (IkB), que conduce a la disociacién y degradacién de IkB liberando NFkB,
asi como la expresién nuclear de la subunidad p65 del factor de transcripcién. El incremento
en la expresidon nuclear de p65 se confirmé mediante experimentos de inmunofluorescencia

(Fig. 43).
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Fig. 43: Induccién dependiente del tiempo de la expresidn de la forma fosforilada de IKK
(p-1KK) producida por Ang 1l (100 nM, 2-30°) en CMLV de SHR. Efecto de Ang Il (100 nM,
45’) sobre la expresion nuclear de p65; en la parte superior se muestra un blot
representativo de la expresién en nucleo (Nu) y citosol (Ci). Abajo se muestra una
imagen representativa de los experimentos de inmunofluorescencia de p65 (verde); en
los cuadrados se muestran imagenes magnificadas de las dreas marcadas por flechas.
Los resultados (media  ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles
en situacion control (Ctrl o 0’). * p < 0,05 respecto al control, # p < 0,05 respecto a Ang
I, mediante ANOVA de medidas repetidas de una via seguido de Bonferroni o t de
Student pareada. n= 4-6.
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Una vez comprobado que Ang Il efectivamente activa NFkB, analizamos su implicacion
en los efectos de Ang Il utilizando el inhibidor del proteasoma lactacistina. Este compuesto

evita que IkB sea degradado en el proteasoma cuando es fosforilado por IKK, permitiendo
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gue se mantenga unido a p65 en el citosol y evitando, por lo tanto, que se trasloque al
nucleo para realizar su funcion. Lactacistina (10 uM) redujo el aumento en los niveles de
ARNm de pre-pro-ET-1 y NOX-1, en la actividad NADPH oxidasa asi como en los niveles de
ARNm y expresion proteica de COX-2 producido por Ang Il en CMLV de SHR (Fig. 44).
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Fig. 44: Efecto de lactacistina (Lac, 10 uM, 1 h) sobre los niveles de ARNm de pre-pro-ET-
1 y NOX-1, la actividad NADPH oxidasa, asi como los niveles de ARNm y la expresion
proteica de COX-2 producidos por Ang Il (100 nM, 2 h) en CMLV de SHR. Sobre el
histograma de expresidon proteica se muestra un blot representativo. Los resultados
(media * ES) se presentan como valores relativos respecto a la situacién control (Ctrl). *
p < 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a Ang Il, mediante t de Student pareada. n=
5-9.
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Pioglitazona inhibe la activacion de NFkB inducida por Ang Il en CMLV de SHR

Al igual que AP-1, NFkB también es susceptible de sufrir interferencia por PPARy
mediante transrepresion (Ricote y Glass, 2007). De acuerdo con esto, observamos que
pioglitazona redujo el incremento en la expresion nuclear de p65 inducida por Ang Il en
CMLV de SHR, determinado tanto por western blot como por inmunofluorescencia (Fig. 45).
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Fig. 45: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre la expresidn nuclear de p65
inducida por Ang Il (100 nM, 45’) en CMLV de SHR; en la parte superior se muestra un
blot representativo de la expresion en nucleo (Nu) y citosol (Ci). Abajo se muestra una
imagen representativa de los experimentos de inmunofluorescencia de p65 (verde); en
los cuadrados se muestran imagenes magnificadas de las dreas marcadas por flechas.
Los resultados (media * ES) se presentan como expresidn relativa respecto a los niveles
en situacién control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a Ang Il,
mediante t de Student pareada. n=4-6.
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Pioglitazona reduce la expresion de COX-2 inducida por ET-1 mediante la inhibicion

de la produccion de ROS en CMLV de SHR.

Los resultados presentados hasta el momento sugieren que ET-1, a través de la
activacion de receptores ET,, estda implicada en el aumento de expresién de COX-2
producido por Ang Il y que pioglitazona reduce este aumento, en parte mediante la
reduccion de los niveles de ET-1. A continuacién estudiamos los mecanismos implicados en
la induccién de COX-2 por ET-1, y el efecto de pioglitazona sobre ellos en cultivos de CMLV

de ratas hipertensas.

El estrés oxidativo contribuye a la expresion de COX-2 inducida por ET-1 en CMLV de
ratas SHR

Como se ha mostrado anteriormente, la produccién de ROS estd implicada en el
aumento de la expresion de ET-1 producido por Ang Il. Ademas, es conocido que ET-1, a su
vez, puede incrementar el estrés oxidativo (Banes-Berceli et al., 2005; Callera et al., 2006;
Romero et al., 2010; Sanchez et al., 2014b), por lo que quisimos comprobar esta posibilidad
en nuestras condiciones experimentales. En CMLV de aorta de SHR, la incubacion con ET-1
(100 nM, 1h) incrementd los niveles de ARNm de las subunidades cataliticas de la NADPH
oxidasa NOX-1 y NOX-4. Este efecto fue acompafiado de un aumento de la actividad del

complejo enzimatico y de la subsecuente produccién de O, (Fig. 46).
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Fig. 46: Efecto de ET-1 (100 nM, 1 h) sobre los niveles de ARNm de NOX-1y NOX-4, la
actividad NADPH oxidasa y la produccién de anién O, en CMLV de SHR. Las
microfotografias muestran imagenes representativas de la produccién de anidn
superoéxido. Los resultados (media * ES) se presentan como valores relativos respecto a
la situacion control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, mediante t de Student pareada. n =
5-7.
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Para comprobar si el aumento en los niveles de ROS observado tras la incubacién con
ET-1 estaba implicado en la induccion de COX-2 producida por el péptido, utilizamos el
inhibidor de NADPH oxidasa apocinina y el barredor de H,0, catalasa. Apocinina (30 uM)
redujo la expresion de COX-2 inducida por ET-1; sin embargo, catalasa (1.000 U/ml) no tuvo
efecto (Fig. 47). Estos resultados sugieren que ET-1 aumenta la producciéon de anidn

superoxido el cual, a su vez, participa en el incremento en la expresiéon de COX-2.
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Fig. 47: Efecto de apocinina (Apo, 30 uM, 1 h) y catalasa (Cat, 1.000 U/ml, 1 h) sobre los
niveles de ARNm de COX-2 inducidos por ET-1 (100 nM, 1 h) y de apocinina (Apo, 30 uM,
1 h) sobre los niveles de proteina de COX-2 inducidos por ET-1 en CMLV de SHR. Sobre el
histograma de expresidon proteica se muestra un blot representativo. Los resultados
(media * ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacién
control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a control, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de
Student pareada. n=4-7.
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ET-1 activa los factores de transcripcion AP-1 y NFkB en CMLV de SHR

En primer lugar estudiamos si ET-1 activa la via de sefializacion de AP-1, por lo
gue analizamos su efecto sobre los niveles de ARNm de c-jun y la fosforilacion de
JNK1/2. ET-1 no incrementd la fosforilacion de JNK1, aunque se observé una
tendencia (resultados no mostrados); sin embargo, si aumentd la fosforilacion de

JNK2, asi como los niveles de ARNm de c-jun (Fig. 48).
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Fig. 48: Induccion dependiente del tiempo de la expresion proteica de la forma
fosforilada de JNK2 (p-JNK2) producida por ET-1 (100 nM, 5-30’) en CMLV de SHR; en la
parte superior se muestra un blot representativo. Efecto de ET-1 (100 nM, 1 h) sobre
los niveles de ARNm de c-jun. Los resultados (media + ES) se presentan como expresion
relativa respecto a los niveles en situacién control (Ctrl o 0’). * p < 0,05 respecto a
control, mediante ANOVA de medidas repetidas de una via seguido de Bonferroni o t de
Student pareada. n=4.



136

Roberto Palacios Ramirez

Ademas de AP-1, comprobamos si ET-1 activa el factor de transcripcion NFkB en
CMLV de aorta de SHR. Como puede observarse en la figura 49, ET-1 aumento la

localizacidon de la subunidad p65 de NFkB en el nucleo de estas células.

Ctrl ET-1

Dapi

anti-p65

anti-p65
+
Dapi

Fig. 49: Imagen representativa del efecto de ET-1 (100 nM, 45’) sobre la expresion de
p65 (verde) en CMLV de SHR; en los cuadrados se muestran imagenes magnificadas de
las areas marcadas por flechas. n= 4.
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AP-1 y NFkB contribuyen a la aumentada expresion de COX-2 producida por ET-1 en
CMLV de SHR

A continuacion analizamos la participacion de AP-1 en la expresion de COX-2 inducida
por ET-1. Para ello usamos el inhibidor de JNK SP600125 (20 uM, 1 h) y observamos que
dicho farmaco redujo el aumento en los niveles de COX-2 inducido por ET-1, tanto a nivel de

mensajero como de proteina (Fig. 50).
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Fig. 50: Efecto de SP600125 (SP, 20 uM, 1 h) sobre los niveles de ARNm y la expresion
proteica de COX-2 inducidos por ET-1 (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Sobre el
histograma de expresién proteica se muestra un blot representativo. Los resultados
(media * ES) se presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacién
control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de
Student pareada. n=5.
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El siguiente paso fue comprobar si NFkB estaba implicado en la expresion de COX-2
inducida por ET-1; para ello se utilizo el inhibidor del proteasoma lactacistina (10 uM), el

cual redujo los niveles de COX-2 inducidos por ET-1 en CMLV de SHR (Fig. 51).
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Fig. 51: Efecto de lactacistina (Lac, 10 uM, 1 h) sobre los niveles de ARNm y la expresion
proteica de COX-2 inducidos por ET-1 (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Sobre el
histograma de expresién proteica se muestra un blot representativo. Los resultados
(media % ES) se presentan como valores relativos respecto a la situacion control (Ctrl). *
p < 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de Student pareada. n=
5.

AP-1y NFkB contribuyen al estrés oxidativo inducido por ET-1 en CMLV de SHR

Hemos comprobado que la produccion de ROS estd implicada en el aumento de los
niveles de COX-2 causado por ET-1, y que tanto AP-1 como NFkB participan también en este
aumento. Por esta razén quisimos comprobar si ambos factores de transcripcién estaban
implicados en el aumento de ROS inducido por ET-1. Tanto el inhibidor de la ruta de AP-1
SP600125, como el de la ruta de NFkB lactacistina, redujeron los niveles de ARNm de la
subunidad NOX-1 de la NADPH oxidasa; sin embargo, sdlo lactacistina redujo los niveles de
ARNm de NOX-4 (Fig. 52). Ademds, y de acuerdo con la reduccidn de los niveles de ARNm de
las subunidades cataliticas del complejo enzimatico, ambos inhibidores redujeron la

actividad NADPH oxidasa (Fig. 52).
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Fig. 52: Efecto de SP600125 (SP, 20 uM, 1 h) y lactacistina (Lac, 10 uM, 1 h) sobre los
niveles de ARNm de NOX-1 y NOX-4 y la actividad NADPH oxidasa inducidos por ET-1
(100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Los resultados (media = ES) se presentan como
expresion relativa respecto a los niveles en situacion control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a
Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de Student pareada. n=4-7.
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Pioglitazona reduce la expresion de COX-2 inducida por ET-1 en CMLV de SHR

Resultados presentados en este trabajo han mostrado que pioglitazona reduce el
incremento de la expresién de COX-2 inducido por Ang Il en CMLV de aorta de SHR, asi
como la produccién de ET-1, por interferir con la activacion de los factores de transcripcion
AP-1y NFkB. A continuacion, analizamos si pioglitazona reduce el aumento de expresién de
COX-2 producido por ET-1 y los mecanismos implicados. La incubacion de CMLV con el
agonista de PPARy pioglitazona previno el incremento de los niveles de ARNm y proteina de

COX-2 inducido por ET-1 (Fig. 53).
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Fig. 53: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre los niveles de ARNm y proteina
de COX-2 inducidos por ET-1 (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Sobre el histograma de
expresion proteica se muestra un blot representativo. Los resultados (media *+ ES) se
presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacién control (Ctrl). * p
< 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de Student pareada. n= 4-
6.
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Pioglitazona reduce el estrés oxidativo inducido por ET-1 en CMLV de SHR

Hemos comprobado que las ROS estdn implicadas en el aumento de expresién de COX-
2 producido por ET-1 en CMLV de SHR; por tanto, un posible mecanismo por el que
pioglitazona reduce los niveles de COX-2 podria ser mediante la reduccidon del estrés
oxidativo. Confirmando esta hipdtesis, pioglitazona redujo los niveles de ARNm de NOX-1y
NOX-4, de acuerdo con esto, el agonista de PPARy abolié el aumento de la actividad NADPH

oxidasa y los niveles de anidn superodxido inducidos por ET-1 (Fig. 54).
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Fig. 54: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre los niveles de ARNm de NOX-1y
NOX-4, la actividad NADPH oxidasa y la produccién de anién superéxido inducidos por
ET-1 (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Las microfotografias muestran imagenes
representativas de la produccién de anidn superéxido. Los resultados (media + ES) se
presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacion control (Ctrl). * p
< 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de Student pareada. n= 5-
8.

141




142

Roberto Palacios Ramirez

Pioglitazona inhibe la activacion de AP-1 y NFkB inducida por ET-1 en CMLV de SHR

Como ya hemos mencionado, pioglitazona puede interferir con la activacion de varios
factores de transcripcién proinflamatorios; por esta razén, quisimos analizar si el agonista
de PPARy reducia la activacion de las rutas de AP-1 y NFkB por ET-1, las cuales, como
habiamos comprobado, contribuyen a la expresion de COX-2 inducida por este péptido.
Pioglitazona previno la activacién de AP-1 producida por ET-1, como lo demuestra la

reduccion del incremento de la forma fosforilada de JNK2 y de los niveles de ARNm de c-jun

(Fig. 55).
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Fig. 55: Efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre la expresiéon de la forma
fosforilada de JNK2 (p-JNK2) inducida por ET-1 (100 nM, 15’) y sobre los niveles de
ARNm de c-jun inducidos por ET-1 (100 nM, 1 h) en CMLV de SHR. Sobre el histograma
de expresidn proteica se muestra un blot representativo. Los resultados (media * ES) se
presentan como expresion relativa respecto a los niveles en situacion control (Ctrl). * p
< 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de Student pareada. n= 4.
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Pioglitazona también previno la activacion de NFkB ya que, como se observa en la

figura 56, redujo el incremento en la expresién nuclear de p65 inducido por ET-1.
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Fig. 56: Imagen representativa de los experimentos de inmunofluorescencia de p65
(verde) que muestran el efecto de pioglitazona (Pio, 10 uM, 18 h) sobre la expresion
nuclear de p65 inducida por ET-1 (100 nM, 45°) en CMLV de SHR; en los cuadrados se
muestran imagenes magnificadas de las areas marcadas por flechas. n=4

A la vista de estos resultados podemos concluir que pioglitazona regula la expresién de
COX-2 inducida por ET-1 interfiriendo con la activacion de los factores de transcripcion AP-1
y NFkB y causando asi una reduccién de la producciéon de ROS. Sin embargo, no se puede
descartar que la interferencia con estos factores de transcripciéon produzca per se una

reduccion directa de la expresion de la enzima proinflamatoria.
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Pioglitazona modifica el efecto de ET-1 sobre la contraccion a fenilefrina en arterias

mesentéricas de resistencia de ratas hipertensas alterando la proporcion de receptores

ETA/ETg

Como ya hemos visto anteriormente, los niveles de ET-1 y de su receptor ET, estdn
aumentados tanto en aorta (Fig. 24) como en CMLV (Fig. 30) de ratas SHR cuando se
compara con ratas WKY; ademds, el tratamiento de SHR con pioglitazona redujo estos
niveles (Fig. 24). Por otra parte, aunque los niveles de ETg eran similares en ratas SHR y WKY,
el tratamiento de animales hipertensos con pioglitazona aumentd su expresion (Fig. 24). En
el siguiente bloque de experimentos analizamos el efecto de ET-1, a una concentracion que
no modifica el tono vascular, sobre la contraccidn inducida por fenilefrina y si el tratamiento
con pioglitazona lo altera. Para ello, se utilizaron AMR de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con
pioglitazona (2,5 mg/Kg x dia, 4 semanas) y se analizé la funcion vascular mediante

miografia de alambres.
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ET-1 potencia la contraccion a fenilefrina en arterias de ratas hipertensas a través de

receptores ETx

En un trabajo previo de nuestro grupo describimos que la contraccién inducida por
120 mM K*-KHS vy por fenilefrina era similar en AMR de WKY y SHR; sin embargo, la
relajacidon endotelio-dependiente inducida por acetilcolina estaba reducida en AMR de ratas
hipertensas (Hernanz et al., 2012). En el presente trabajo observamos que la incubacién de
AMR con ET-1 (1 nM) durante 1,5 h no modificé la respuesta contractil inducida por
fenilefrina en arterias de ratas WKY; sin embargo, ET-1 incrementd dicha respuesta en AMR

de SHR (Fig. 57).
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Fig. 57: Efecto de ET-1 (1 nM, 1,5 h) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina
en AMR de ratas WKY y SHR. Los resultados (media + ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K-KHS.* p < 0,05 respecto a Control, mediante ANOVA de
dos vias seguido de Bonferroni. n=9-27.
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Puesto que ET-1 no modificd la contraccion inducida por fenilefrina en AMR de ratas
normotensas, continuamos analizando su efecto y los mecanismos implicados sdélo en
arterias de ratas hipertensas. En primer lugar, analizamos la participacién de los receptores
de ET-1 en el incremento de la contraccidn a fenilefrina inducido por este péptido. Como
puede observarse en la figura 58, la incubacidn previa a la administracion de ET-1 con el
antagonista de receptores ETp, BQ123 (1 uM), pero no el de ETg BQ788 (1 uM), previno la
potenciacidn de la contraccion a fenilefrina producida por el péptido, sugiriendo que dicho

efecto se produce a través de receptores ETa.
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Fig. 58: Efecto de ET-1 (1 nM, 1,5 h) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina
en AMR de ratas SHR, en ausencia y presencia del antagonista de receptores ET, de ET-1
BQ123 (1 uM, 30°) o de receptores ETz BQ788 (1 uM, 30°). Los resultados (media + ES)
estan expresados en porcentaje de la respuesta a K'-KHS. * p < 0,05 respecto a Control;
# p < 0,05 respecto a ET-1, mediante ANOVA de dos vias seguido de Bonferroni. n=5-12.
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Prostanoides contrdctiles derivados de COX-2, actuando sobre receptores TP,

participan en el aumento de contraccion a fenilefrina inducido por ET-1 en SHR

A continuacidn, analizamos si derivados de la ciclooxigenasa participan en el efecto de
ET-1 sobre la contraccién a fenilefrina en arterias de animales hipertensos. Para ello, se
incubaron los segmentos arteriales con el inhibidor no selectivo de COX indometacina (10
UM) y con el inhibidor selectivo de COX-2 NS 398 (1 uM). Ambos farmacos, que no
modificaron la respuesta a fenilefrina en situacion control, redujeron el incremento de dicha
respuesta inducido por ET-1 (Fig. 59). Estos resultados sugieren la participacién de derivados

contractiles de COX-2 en el efecto de ET-1.
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Fig. 59: Efecto de indometacina (10 puM, 30°) y NS398 (1 uM, 30’) sobre la curva
concentracién-respuesta a fenilefrina en segmentos de AMR de ratas SHR en situacién
control y tras la incubacién con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los resultados (media + ES) estan
expresados en porcentaje de la respuesta a K'-KHS. * p < 0,05 respecto a ET-1, mediante
ANOVA de dos vias seguido de analisis de Bonferroni. n= 6-8.
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A continuacién, tratamos de identificar la naturaleza del prostanoide contractil
implicado en la potenciacion de la respuesta a fenilefrina producida por ET-1 en AMR de
animales hipertensos. Para ello, utilizamos el antagonista del receptor TP de TXA; SQ29,548,
el antagonista de los receptores contractiles EP1/EP3 de la PGE, SC19220, el inhibidor de la
TXA, sintasa furegrelato y, por ultimo, el inhibidor de la PGl, sintasa tranilcipromina; la
prostaciclina, a pesar de ser considerada un importante prostanoide vasodilatador, puede
producir vasoconstriccion actuando sobre el receptor TP en arterias de animales
hipertensos, como se ha descrito (Félétou et al., 2009; Hernanz et al., 2012). SQ29,548 (1
KUM) redujo la potenciacion de la contraccidn a fenilefrina causada por ET-1, mientras que
SC19220 (10 uM) no tuvo efecto. Ninguno de los dos farmacos modificé la contraccidon en

arterias en situacion control (Fig. 60).
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Fig. 60: Efecto de SQ29,548 (1 uM, 30’) y SC19220 (10 uM, 30’) sobre la curva
concentracién-respuesta a fenilefrina en segmentos de AMR de ratas SHR en situacién
control y tras la incubacién con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los resultados (media + ES) estan
expresados en porcentaje de la contraccidn inducida por K*-KHS. * p < 0,05 respecto a
ET-1, mediante ANOVA de dos vias seguido de Bonferroni. n= 4-12.
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Furegrelato (1 uM) no modificé la contraccidn producida por fenilefrina ni en situacion
control ni tras la incubacidn con ET-1, descartando que sea TXA, el mediador de los efectos
de ET-1. Tranilcipromina (10 uM) tampoco modificd la respuesta a fenilefrina en ninguna de
las dos situaciones experimentales (Fig. 61). Estos resultados sugieren que algun derivado
de COX-2 distinto de TXA,, PGE, y PGl,, actuando sobre receptores TP, participa en el

incremento de la respuesta a fenilefrina inducido por ET-1.
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Fig. 61: Efecto de furegrelato (1 uM, 30’) y tranilcipromina (10 uM, 30’) sobre la curva
concentracién-respuesta a fenilefrina en segmentos de AMR de ratas SHR en situacién
control y tras la incubacién con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los resultados (media + ES) estan
expresados en porcentaje de la contraccién inducida por K*-KHS. n= 4-12.
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La reduccion en la biodisponibilidad de NO participa en el incremento de la contraccion

a fenilefrina inducido por ET-1 en SHR

El NO es un importante modulador de las respuestas vasculares. Para analizar si el
efecto inducido por ET-1 sobre la contraccion a fenilefrina estaba mediado por cambios en
la via del NO, se incubaron los segmentos arteriales con el inhibidor no selectivo de la NOS,
L-NAME; tanto en arterias en situaciéon control como incubadas con ET-1, L-NAME (100 uM)
desplazd hacia la izquierda la curva concentracién-respuesta a fenilefrina; sin embargo,
dicho efecto fue menor tras la incubacién con ET-1 que en segmentos control, como lo

muestra el analisis de la diferencia del drea bajo la curva concentracién-respuesta (Fig. 62).
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Fig. 62: Efecto de L-NAME (100 uM, 30’) sobre la curva concentracion-respuesta a
fenilefrina en segmentos de AMR de ratas SHR en situacién control y tras la incubacion
con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los resultados (media * ES) estan expresados en porcentaje de la
contraccién inducida por K*-KHS. Los histogramas de la parte inferior muestran las
diferencias de area bajo la curva a fenilefrina (dABC) en presencia y ausencia de L-
NAME, en situacion control y tras la incubacidon con ET-1. Los resultados (media * ES)
estan expresados como porcentaje del ABC en situacion control. * p < 0,05 respecto a
ET-1 o Ctrl, mediante ANOVA de dos vias seguido de Bonferroni o t de Student no
pareada. n= 5-14.
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A continuacidon analizamos el efecto de ET-1 sobre la liberacion de NO. Para ello,
incubamos segmentos vasculares ex vivo con el péptido y tras dicha incubacién observamos
una reduccién en la liberacion basal de NO (Fig. 63). Estos datos sugieren que una reduccién
en la biodisponibilidad de NO contribuye a la potenciacidn de la contraccidn a fenilefrina

producida por ET-1.
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Fig. 63: Cuantificacion de la produccion de 6xido nitrico (NO) en segmentos adrticos en
situacién control (Ctrl) o tras la incubacion ex vivo con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los resultados
estan expresados como media = ES. * p < 0,05 respecto a Ctrl, mediante t de Student
pareada. n = 5-8.
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En hipertensién se ha descrito ampliamente que la incrementada producciéon de O,
reduce la biodisponibilidad de NO (Lyle y Griendling, 2006; Paravicini y Touyz, 2008; Hernanz
et al., 2012) como consecuencia de la reaccién del O, con el NO para producir ONOO'. Para
estudiar el efecto de ET-1 sobre la producciéon de ROS incubamos segmentos vasculares ex
vivo con ET-1 (1 nM, 1,5 h) y medimos la actividad NADPH oxidasa. En estas condiciones se
observd una mayor produccién de ROS derivada de NADPH oxidasa que en los segmentos
control (Fig. 64), de manera que esta mayor produccién de ROS puede contribuir a la

reduccion en la biodisponibilidad de NO que se observa tras la incubacion con ET-1.
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Fig. 64: Efecto de la incubacidon ex vivo de segmentos adrticos de SHR con ET-1 (1 nM,
1,5 h) sobre la actividad NADPH oxidasa. Los resultados (media + ES) se presentan como
valores relativos respecto a la situaciéon control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl,
mediante t de Student pareada. n = 4.



Resultados

Tras el tratamiento de ratas hipertensas con pioglitazona, ET-1, a través de receptores

ETs, aumenta la biodisponibilidad de NO reduciendo la contraccion a fenilefrina

En un trabajo previo, habiamos demostrado que el tratamiento de ratas SHR con
pioglitazona no modificaba ni la contraccién inducida por 120 mM K*-KHS ni la inducida por
fenilefrina; sin embargo, pioglitazona mejoraba la deteriorada relajacién inducida por
acetilcolina (Hernanz et al., 2012). En este trabajo observamos en AMR de ratas SHR
tratadas con pioglitazona que la incubacién con ET-1 redujo la contraccién a fenilefrina (Fig.
65), a diferencia del aumento que hemos comentado anteriormente se observaba en

arterias de ratas SHR sin tratar (ver Fig. 57).
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Fig. 65: Efecto de ET-1 (1 nM, 1,5 h) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina
en AMR de ratas SHR tratadas con pioglitazona (2,5 mg/Kg x dia, 4 semanas). Los
resultados (media * ES) estdn expresados en porcentaje de la respuesta a K*-KHS. * p <
0,05 respecto a Control, mediante ANOVA de dos vias seguido de Bonferroni. n= 6-9.
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En primer lugar estudiamos los receptores de ET-1 a través de los cuales este péptido
reducia la respuesta a fenilefrina en SHR tratadas con pioglitazona. Como puede observarse
en la figura. 66, el antagonista de receptores ETg BQ788 revirtid la reduccién de la
contraccion a fenilefrina producida por ET-1 en estos animales; sin embargo, el antagonista
de receptores ET, BQ123 no tuvo ningln efecto sobre dicha contracciéon. Estos resultados
sugieren que en AMR de SHR tratadas con pioglitazona, ET-1 reduce la contraccion a

fenilefrina mediante unidn a receptores ETg.

SHR Pio
12540  control g 12540 Control #
. m ET-1
< 100" 100- *
s A  ET-1+BQl123 A ET+BQ788
S 75+ 75-
S
o
o 50 50
e
c
8 254 254
0- 0-
I T T T 1 I T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -8 -7 -6 -5 -4
Fenilefrina (log M) Fenilefrina (log M)

Fig. 66: Efecto de ET-1 (1 nM, 1,5 h) sobre la curva concentracion-respuesta a fenilefrina
en AMR de ratas SHR tratadas con pioglitazona (2,5 mg/Kg x dia, 4 semanas), en
ausencia y presencia del antagonista de receptores ET, de ET-1 BQ123 (1 uM, 30’) o de
receptores ETz BQ788 (1 uM, 30’). Los resultados (media + ES) estan expresados en
porcentaje de la respuesta a K"-KHS. * p < 0,05 respecto a Control, # p < 0,05 respeto a
ET-1, mediante ANOVA de dos vias seguido de Bonferroni. n= 6-9.



Resultados

Se ha descrito ampliamente que la activacion de receptores ETg endoteliales por ET-1
conduce a un aumento de la produccién de NO. Para comprobar la participacion de NO en
el efecto de ET-1 en ratas tratadas con pioglitazona, utilizamos el inhibidor de la NOS L-
NAME. Este farmaco potencié la contraccidn a fenilefrina, tanto en arterias controles como
en las incubadas con ET-1, aunque el efecto fue mayor en estas ultimas, como se deduce de
la mayor dABC observada (Fig. 67). Estos resultados sugieren que en ratas tratadas con
pioglitazona, ET-1, a través de receptores ETg, reduce la contracciéon a fenilefrina por

aumentar la modulacién endotelial negativa inducida por NO.
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Fig. 67: Efecto de L-NAME (100 uM, 30’) sobre la curva concentracion-respuesta a
fenilefrina en segmentos de AMR de ratas SHR tratadas con pioglitazona (2,5 mg/Kg x
dia, 4 semanas) en situacién control y tras la incubacién con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los
resultados (media + ES) estan expresados en porcentaje de la contraccidn inducida por
K*-KHS. Los histogramas de la parte inferior muestran las diferencias de area bajo la
curva a fenilefrina (dABC) en presencia y ausencia de L-NAME, en situacidn control y tras
la incubacion con ET-1. Los resultados (media + ES) estdn expresados como porcentaje
del ABC en situacidn control. * p < 0,05 respecto a Ctrl o ET-1, mediante ANOVA de dos
vias seguido de Bonferroni o t de Student no pareada. n=5.
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Ademas, observamos que el tratamiento con pioglitazona (10 uM, 18 h) aumentd la

liberacion basal de NO producida por la incubacién ex vivo con ET-1 (1 nM, 1,5 h) (Fig. 68).
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Fig. 68: Efecto de pioglitazona (Pio 10 uM, 18 h) sobre la produccién basal de éxido
nitrico (NO) en segmentos adrticos de SHR incubados con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los
resultados (media + ES) se presentan como valores relativos respecto a la situacion
control (Ctrl). * p < 0,05 respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de
Student pareada.n=4



Resultados

Como hemos comentado, un mecanismo por el que ET-1 reduce la biodisponibilidad
de NO es mediante el incremento en la produccion de ROS. Para comprobar el efecto de
pioglitazona sobre la produccién de ROS inducida por ET-1, estimulamos segmentos adrticos
de SHR con ET-1 (1 nM, 1,5 h) en presencia o ausencia de pioglitazona (10 uM, 18 h). Como
puede observarse en la figura 69, pioglitazona previno el incremento de actividad NADPH
oxidasa producido por ET-1. Estos resultados sugieren que la reduccion en la produccion de

ROS puede contribuir al aumento de la biodisponibilidad de NO inducido por pioglitazona.
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Fig. 69: Efecto de pioglitazona (Pio 10 uM, 18 h) sobre la actividad NADPH oxidasa en
segmentos adrticos de SHR estimulados con ET-1 (1 nM, 1,5 h). Los resultados (media *
ES) se presentan como valores relativos respecto a la situacién control (Ctrl). * p < 0,05
respecto a Ctrl, # p < 0,05 respecto a ET-1, mediante t de Student pareada.n=4

Con estos resultados deducimos que en AMR de ratas SHR ET-1, activando receptores
ETa, incrementa la contraccion a fenilefrina a través de varios mecanismos como la
produccidn de derivados contractiles de COX-2 y la reduccién de la biodisponibilidad de NO,
probablemente como consecuencia del incremento del estrés oxidativo. Pioglitazona
revierte este efecto mediante el incremento de la expresién de receptores ETg, que produce

un aumento de la produccién de NO vy una reduccion del estrés oxidativo.
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La hipertensién es un importante factor de riesgo cardiovascular, cuyo origen, en la
mayoria de los casos, es aun desconocido. Esta patologia se caracteriza por un incremento
de la resistencia vascular periférica que puede ser consecuencia de alteraciones funcionales,
estructurales y mecdnicas en la pared vascular. Entre las alteraciones funcionales destacan
el incremento de la contractilidad y, fundamentalmente, la disfuncién endotelial. Distintos
mecanismos inflamatorios juegan un importante papel en la fisiopatologia de Ila
hipertensidn. Asi, en esta patologia se ha descrito un incremento en la expresién de enzimas
inflamatorias como la iINOS (Agarwal et al., 2009; Oliveira-Paula et al., 2014) o la COX-2
(Adeagbo et al., 2005; Alvarez et al., 2005), asi como en la produccién de ROS (Redon et al.,
2003; Alvarez et al., 2007; Agarwal et al., 2009). La ET-1 y el SRA, a través de su péptido
efector Ang Il, también pueden favorecer este estado inflamatorio por su capacidad para
estimular la produccién de ROS vy activar factores de transcripcion que conducen a la
generacién de mediadores inflamatorios y dafio tisular (Rajagopalan et al., 1996; Touyz y
Schiffrin, 2000; Ruiz-Ortega et al., 2001; Wu et al., 2005; Sugimoto et al., 2007; Lorenz et al.,
2009; Rodriguez-Pascual et al., 2011; Stow et al., 2011). Por otra parte, la reduccién en los
niveles de PPARy, receptores nucleares con propiedades antiinflamatorias, que se ha
descrito en vasos de animales hipertensos (Pérez-Girén, 2009; Zhang et al., 2010; Hernanz
et al., 2012; Akyirek et al., 2014) puede contribuir al incremento en la proliferacién,
migracion, inflamacién y fibrosis caracteristicas de la hipertension (Xiong et al., 2005; Zhang
et al., 2010). Ademas de su efecto inflamatorio, ET-1 puede regular el tono vascular, tanto
produciendo vasoconstriccidn como modulando la respuesta de otros agentes vasoactivos
(Yang et al., 1990; Nakayama et al., 1991; Henrion y Laher, 1993; Edwards et al., 1995;
Gondre y Christ, 1998; Matsumura et al., 2001; Wingard et al., 2003; Garcia-Villalén et al.,
2008). El hecho de que PPARYy interfiera con el sistema endotelina (Tian et al., 2010; Kang et
al., 2011; Liu et al., 2014; Campia et al., 2014), sugiere que el tratamiento con sus agonistas

puede modular los efectos de este péptido.
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Efecto del tratamiento in vivo de SHR con pioglitazona sobre los incrementados

niveles vasculares de COX-2, ET-1 y ROS asociados al SRA

La COX es la enzima responsable de la sintesis de prostanoides, los cuales, entre otras
funciones, desempefian un papel clave en la regulacién del tono vascular, tanto en
condiciones fisioldgicas como patolégicas (Wright et al., 2001). De las distintas isoformas, la
COX-2 se induce en la mayoria de los tejidos en respuesta a estimulos inflamatorios
(Tsasanis et al., 2006), aunque también se ha descrito que se encuentra presente de forma
constitutiva en determinados tipos celulares (Acarin et al., 2002; Hernanz et al., 2003;
Briones et al., 2005; Bagi et al., 2005; Alvarez et al., 2007; Addabbo et al., 2011; Alique et al.,
2011). Como se ha mencionado anteriormente, en hipertensidon existe un aumento en la
expresion de COX-2. Asi, en pacientes con hipertension esencial (Taddei et al., 1997; Virdis
et al., 2013) y en distintos modelos animales como ratas SHR (Garcia-Cohen et al., 2000;
Briones et al., 2002; Blanco-Rivero et al., 2005; Alvarez et al., 2005; 2007; Hernanz et al.,
2012), DOCA-Salt (Adeagbo et al., 2005), Dahl “SALT sensitive” (Jaimes et al., 2008) o en
ratones Cx40 (Krattinger et al., 2009), se ha descrito un incremento tanto en la expresion de
COX-2 como en la produccién de prostanoides contractiles. Estos prostanoides estdn
implicados en la disfuncién endotelial y en el incremento de las respuestas
vasoconstrictoras que se observan en diferentes modelos (Blanco-Rivero et al., 2005;
Alvarez et al., 2005; Abdelrahman et al., 2008; Martinez-Revelles et al., 2013), y podrian, por
tanto, desempefiar un papel en el desarrollo de hipertension; de hecho, el tratamiento con
inhibidores de COX-2 reduce la presidon arterial en algunos modelos de hipertension
(Adeagbo et al., 2005; Tian et al., 2012; Martinez-Revelles et al., 2013), aunque en otros no
se han observado efectos (Welch et al., 2007; Virdis et al., 2012). De acuerdo con la mayor
expresion proteica de COX-2 en hipertensién, en este trabajo encontramos un incremento

en los niveles de ARNm de COX-2, tanto en aorta como en CMLV de SHR.

Otra de las caracteristicas de la patologia hipertensiva es el aumento del estrés
oxidativo. Se han descrito elevados niveles plasmaticos y vasculares de ROS en diferentes
modelos (Reddn et al., 2003; Alvarez et al., 2007; Agarwal et al., 2009; Hernanz et al., 2012;

Martinez-Revelles et al., 2013), asi como en pacientes hipertensos (Reddn et al., 2003;
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Minuz et al., 2004; Carrizzo et al., 2013; Ahmad et al., 2013; Kurlak et al., 2014; Higashi et
al., 2014), donde ademas se ha observado que existe una reduccidon de la capacidad
antioxidante (Minuz et al., 2004; Higashi et al., 2014). En este trabajo encontramos en aorta
de ratas SHR niveles aumentados de las subunidades de la NADPH oxidasa NOX-1, NOX-4,
p47phox y, en consecuencia, de la actividad del complejo enzimatico. En condiciones
fisiolégicas, las ROS constituyen un grupo de segundos mensajeros celulares muy eficaces
qgue contribuyen al mantenimiento del tono vascular, el crecimiento y la diferenciacion
celular o la apoptosis (Cai, 2005; Brown y Griendling, 2009; Pendyala y Natarajan, 2010); sin
embargo, cuando ocurre un desbalance entre su produccién y su eliminacion, las ROS se
acumulan produciendo un efecto téxico que puede contribuir al desarrollo de diferentes
patologias, entre las que se encuentra la hipertensiéon (Zalba et al., 2001a; Landmesser y
Harrison, 2001). El aumento de ROS puede mediar procesos de sefializacion celular que
contribuyen a la inflamacién (Yasunari et al., 2002) y al remodelado vasculares (Touyz et al.,
2003; Martinez-Revelles et al.,, 2013), asi como a la alteracion de las respuestas
vasodilatadoras y vasoconstrictoras que se observan en hipertensién (Zimmerman et al.,
2004; Widlansky y Gutterman, 2011; Martinez-Revelles et al., 2013). Sin embargo, aunque
se han encontrado efectos beneficiosos de algunos compuestos como la vitamina C a nivel
vascular y de reduccidn de la presion sanguinea, los resultados con el uso de antioxidantes
son inconsistentes, siendo necesarios mas estudios para establecer su eficacia, por lo que

los antioxidantes no son usados como antihipertensivos (Gonzdlez et al., 2014).

ET-1, péptido vasoconstrictor, es el miembro mas importante de la familia de las
endotelinas y, aunque inicialmente se aislé6 del sobrenadante del cultivo de células
endoteliales (Yanagisawa et al., 1988), se sabe que es producida por todos los tipos
celulares de la pared vascular (Hahn et al., 1990; Hong et al., 2004; Wort et al., 2009). La ET-
1 de origen endotelial puede modular de forma paracrina las CMLV adyacentes afectando a
la reactividad vascular y a la mitogénesis, y desempenando un importante papel en el
mantenimiento del tono vascular (Haynes y Webb, 1994; Barton y Yanagisawa, 2008;
Rodriguez-Pascual et al., 2011). Ademads, la ET-1 tiene también un papel autocrino en la
regulacién vascular, al ser liberada por las propias CMLV en respuesta a factores de

crecimiento y/o sustancias vasoactivas (Hahn et al., 1990; Hong et al., 2004; Laplante et al.,
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2005). El sistema de endotelina puede jugar un papel importante en diversas patologias
cardiovasculares como insuficiencia cardiaca, diabetes o aterosclerosis (Khimji y Rockey,
2010). En el presente estudio observamos una mayor expresién del precursor de ET-1 pre-
pro-ET-1 tanto en CMLV como en aorta de animales hipertensos, resultados que estan de
acuerdo con los obtenidos por otros investigadores en algunos modelos de hipertension
(Schiffrin, 2001). También en pacientes con formas severas y aceleradas de hipertensién
esencial y en pacientes con deterioro en el aclaramiento renal, se han observado
incrementados niveles plasmaticos de ET-1 (Touyz y Schiffrin, 2003; Shreenivas y Oparil,
2007). Varios autores han sugerido la participacion de ET-1 en el desarrollo de hipertension
y en algunas de las alteraciones vasculares asociadas (Li et al., 1994; Schiffrin et al., 1995a;
Rajagopalan et al., 1997; Pollock, 2000; Schiffrin, 2001; Touyz y Schiffrin, 2003; Shreenivas y
Oparil, 2007). Asi, la vasoconstricciéon inducida por administracién exégena de ET-1 es mayor
en pacientes hipertensos que en normotensos y se correlaciona positivamente con la
presion arterial media en individuos hipertensos (Haynes et al., 1994). En ratas SHR, si bien
la endotelina no parece jugar un papel importante en el desarrollo de la hipertension, la
respuesta vasoconstrictora a este péptido estd incrementada (Schiffrin, 2001). En este
sentido, y como se discutira mas adelante, nosotros observamos que ET-1 produce un
aumento de la contraccion inducida por fenilefrina Unicamente en arterias de animales

hipertensos.

Entre los mecanismos que explican el papel de la ET-1 en hipertensidn se ha propuesto
la existencia de diferencias en la distribucién de sus receptores. En el presente estudio
encontramos un aumento en la expresidn de receptores ETp en aorta de animales
hipertensos, sin cambios en los niveles de ETz. Otros trabajos también muestran
incrementos en la expresién de ET, a nivel renal y cerebral o en su afinidad en arterias
coronarias de ratas SHR (Hocher et al., 1996; Cao et al., 2013). Los receptores ETy median
los efectos contrdctiles, proliferativos y proinflamatorios inducidos por ET-1 (Minter y
Kirchengast, 2001), mientras que los receptores ETy tienen un papel controvertido, ya que
pueden mediar efectos opuestos segln el tipo celular o el estado fisioldgico (Schiffrin et al.,
1995a; Goto et al., 1996; Miyauchi y Masaki, 1999; Davenport, 2002; Matsumoto et al.,

2008). Diversos modelos y pacientes con hipertension presentan menor proporcion de
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receptores vasodilatadores endoteliales ETg y mayor densidad de receptores
vasoconstrictores musculares ETg (Touyz y Schiffrin, 2003; Shreenivas y Oparil, 2007). Los
cambios en la expresidn de receptores junto a los elevados niveles plasmaticos y tisulares de
ET-1, contribuirian a la incrementada reactividad y prevalencia de hipertensién en estas

condiciones (Touyz y Schiffrin, 2003; Shreenivas y Oparil, 2007).

Como ya hemos comentado, la sobreactivacion del SRA conduce a un incremento del
estrés oxidativo asi como a un aumento de la expresién y la actividad de COX-2 a través de
la liberacién de su principal péptido efector, la Ang Il (Alvarez et al., 2007; Dikalov et al.,
2008). ET-1 puede ser liberada en respuesta a factores de crecimiento y/o sustancias
vasoactivas, incluyendo Ang Il (Imai et al., 1992; Rajagopalan et al., 1997; Alexyer et al.,
2001; Hong et al., 2004; An et al., 2006), y se ha descrito que el sistema ET-1 puede ser un
mediador importante para explicar algunos efectos hemodindmicos asi como el dafio
cardiovascular inducidos por Ang Il (Rajagopalan et al., 1997; Montanari et al., 2003;
Laplante et al., 2005; Boesen et al., 2010). Por otra parte, el tratamiento con IECAs
normaliza los incrementados niveles plasmaticos de ET-1 en pacientes hipertensos (Uemasu
et al.,, 1994). De acuerdo con esto, el tratamiento con losartdn redujo el aumento de la
expresion de ET-1 y de su receptor ET, encontrado en aortas de SHR, lo que confirma que la
elevada actividad del SRA en hipertension contribuye a dicho aumento. En este mismo
sentido, como comentamos mas adelante, Ang Il incrementa los niveles de ET-1 en CMLV de

ratas SHR.

PPARy es un factor de transcripcidon perteneciente a la superfamilia de receptores
nucleares que posee efectos cardiovasculares protectores asociados a su capacidad de
reducir, entre otras, la expresién vascular de enzimas proinflamatorias, la proliferacion de
CMLV vy, en general, la inflamacion vascular (Touyz y Schiffrin, 2006). La capacidad de los
agonistas PPARy de reducir la incrementada expresion de COX-2 que se observa en distintos
modelos de inflamacion (Sanchez-Hidalgo et al., 2005; Collino et al., 2006) contribuiria al
efecto antiinflamatorio de estos compuestos. En este sentido, encontramos que el
tratamiento con pioglitazona reduce los incrementados niveles de COX-2 en aorta de SHR.

Estos resultados difieren de los encontrados en segmentos de AMR, donde habiamos
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observado un aumento de expresion de COX-2 tras el tratamiento con pioglitazona (Hernanz
et al., 2012). No tenemos explicacién para este resultado contradictorio, pero podria
deberse a diferencias en los mecanismos de compensacion que ocurren en arterias de

resistencia frente a las de conductancia.

Los agonistas PPARy también inhiben el estrés oxidativo, lo que contribuye a los
efectos protectores de estos compuestos. Asi, en aortas de ratas diabéticas, el tratamiento
con pioglitazona también disminuyd el estrés oxidativo mediante la reduccion de la
actividad NADPH oxidasa y el incremento de SOD (Matsumoto et al., 2007), y en un modelo
de sindrome metabdlico, pioglitazona redujo la expresién de p47phox asi como la actividad
NADPH oxidasa en aorta y rifién de rata (Kong et al., 2012; 2014). En AMR de SHR tratadas
con pioglitazona nuestro grupo observé menores niveles de anién superdxido asi como de
las subunidades cataliticas de la NADPH oxidasa NOX-1 y NOX-2, y de la subunidad
organizadora p47phox (Hernanz et al., 2012). Ademas, los efectos beneficiosos de
pioglitazona sobre el dafo cerebrovascular en ratas SHR-SP se han asociado con una
reduccion en la produccién de anidn superodxido por inhibicidn de la actividad de la NADPH
oxidasa (Nakamura et al., 2007). De acuerdo con lo descrito, en el presente estudio
pioglitazona redujo el incremento en la expresién de NOX-1, NOX-4 y p47phox, asi como en
la actividad de la NADPH oxidasa observado en aorta de SHR. La reduccion del estrés
oxidativo podria contribuir a la mejora de la relajacién dependiente de endotelio producida
por las glitazonas en distintas patologias, incluida la hipertension (Diep et al., 2002; Hernanz

etal., 2012).

Ademas de los efectos ya mencionados, PPARy puede interferir con el eje endotelina
reduciendo la expresion del péptido, tanto a nivel basal como tras su estimulacion por
diversos agentes (Delerive et al., 1999; Fukunaga et al., 2001; Potenza et al., 2006; Venegas-
Pont et al., 2009). Adicionalmente, PPARy puede regular la expresién de los receptores de
ET-1 y, en consecuencia, las respuestas vasculares. Asi, en arterias pulmonares de ratas
Sprague Dawley con hipertensién pulmonar inducida por hipoxia, rosiglitazona redujo la
contractilidad a ET-1 mediante la disminucién de los niveles de ET, y el incremento de ETg

(Liu et al., 2014); del mismo modo, Tian et al. (2010) encontraron que rosiglitazona reducia
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la contractilidad a ET-1 como consecuencia del incremento de receptores ETg Por el
contrario, en un estudio con 80 pacientes el tratamiento con pioglitazona de pacientes
hipertensos o con hipercolesterolemia no diabéticos no modificaba la capacidad
vasodilatadora del antagonista de receptores ET, BQ123, si bien no se analizaba el efecto
sobre los receptores ETg (Campia et al., 2014). Otros autores han descrito un efecto
reductor de pioglitazona sobre la expresiéon no solo de ET-1 y ET, sino también de ETg (Kang
et al.,, 2011). En nuestro trabajo observamos que el tratamiento in vivo de ratas SHR con
pioglitazona redujo los niveles basales de ARNm de ET-1 y de su receptor ET, en segmentos
aorticos, mientras que aumentd los de ETg. Como discutiremos mas adelante, estos cambios
en la expresién de los receptores de ET-1 pueden estar relacionados con la reduccién de la
contractilidad a fenilefrina inducida por ET-1 en arterias de SHR tratadas con pioglitazona. El
efecto de los agonistas PPARy sobre el eje endotelina contribuiria a la mejora de las
alteraciones cardiovasculares que producen estos compuestos no solo en hipertension sino
también en otros procesos patoldgicos como diabetes o hipertrofia cardiaca (Sakai et al.,
2002; Matsumoto et al., 2007; Venegas-Pon et al., 2009; Yang et al., 2012). Por otra parte, el
hecho de que en vasos de SHR los niveles de PPARy se encuentren disminuidos (Pérez-Girdn,
2009; Zhang et al., 2010; Hernanz et al., 2012; Akylrek et al., 2014) puede ayudar a explicar
el aumento de ET-1 y ET,, asi como los ya mencionados elevados niveles de COX-2 y la

mayor produccion de ROS que se observan en animales hipertensos.

Sin embargo, y a pesar de los efectos mencionados de pioglitazona sobre el estrés
oxidativo, COX-2 y ET-1, no se observaron cambios en la presién arterial de las ratas SHR
tratadas con pioglitazona, tal como habiamos descrito (Hernanz et al., 2012). Se ha
demostrado que las glitazonas pueden bajar la presidon arterial en pacientes o modelos
animales de diabetes y sindrome metabdlico (Kaufman et al., 1995; Walker et al., 1999;
Venegas-Pont et al., 2009); sin embargo, cuando la hipertension no estd asociada con
diabetes u otros factores del sindrome metabdlico, generalmente no se han observado
cambios en la presidn arterial (Llorens et al., 2007; Nakamura et al., 2007; Shinzato et al.,
2007; Hernanz et al., 2012), excepto en tratamientos a largo plazo (Zhang et al., 2010; Kong
et al., 2014) o utilizando altas dosis de los agonistas (Chan et al., 2010; Dovinova et al.,

2013; Kong et al., 2014). Es posible que aunque pioglitazona reduzca algunos marcadores
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proinflamatorios, este efecto beneficioso sea temprano y sea a largo plazo cuando se
traduzca en una bajada de la presion como consecuencia de la mejora del perfil

inflamatorio.

Efecto de pioglitazona sobre la participacion de ET-1 en la induccion de COX-2

estimulada por Ang Il en CMLV de ratas hipertensas

Como hemos comentado, la activacion de PPARy reduce los incrementados niveles de
COX-2 y de ET-1 observados en hipertensién. Puesto que un incremento en la actividad del
SRA en esta patologia se ha relacionado con la elevada expresién de ambos ET-1 (presente
estudio) y COX-2 (Alvarez et al., 2007; Jaimes et al., 2008; Martinez-Revelles et al., 2013),
llevamos a cabo experimentos para comprobar si la activacién de PPARy modifica el papel
de ET-1 sobre la induccién de COX-2 por Ang Il, asi como los mecanismos implicados. Para
ello, utilizamos CMLV de aorta de ratas normotensas e hipertensas tras la estimulacién con

Ang Il.

Como ya se ha comentado, la COX-2 es la principal fuente de prostanoides vasoactivos
en presencia de mediadores proinflamatorios como citoquinas (Briones et al., 2005; Martin
et al., 2012), endotoxinas bacterianas como el lipopolisacérido bacteriano (Hernanz et al.,
2004), o péptidos vasoactivos como la Ang Il (Hu et al., 2002; Alvarez et al., 2007; Beltran et
al., 2009). Ang Il indujo la expresién de la enzima proinflamatoria de forma dependiente del
tiempo en mayor grado en células de ratas SHR que en las de ratas WKY. En un trabajo
previo, nuestro grupo habia descrito que la induccién de COX-2 por IL-1B también era mayor
en células de SHR (Martin et al., 2012), lo que sugiere la existencia de mecanismos
adicionales o alteraciones en la respuesta en hipertensién respecto a su control
normotenso. Uno de los mecanismos que podria explicar esta incrementada respuesta en
ratas hipertensas es la mayor presencia de receptores AT; descrita por algunos
investigadores (Dhar et al.,, 2013; Bhatt et al., 2014), aunque no hemos analizado esa
posibilidad en este trabajo. Ademds de aumentar la expresién de COX-2, en CMLV de SHR
Ang Il incremento los niveles de ET-1, siendo este efecto producido a través de la activacion
de receptores AT;. Por el contrario, en células de WKY, Ang Il no modificé la expresién de

ET-1, lo que difiere de lo descrito en cultivos de CMLV de ratas Sprague Dawley, también
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normotensas, donde Ang Il induce un aumento en la expresion del péptido (Hong et al.,
2004). Esta discrepancia puede ser explicada por diferencias entre cepas, grado de
confluencia o incluso el pase del cultivo celular, ya que se ha descrito que todos estos

factores son criticos para la expresion de ET-1 (Ranta et al., 1997).

Como ya se ha comentado, la producciéon de ET-1 puede ser importante para explicar
el dafio cardiovascular inducido por Ang Il. Asi, la hipertension, la proliferacion y los efectos
renales observados tras la infusion con Ang Il son atenuados por antagonistas de ET-1
(Rajagopalan et al., 1997; Montanari et al., 2003; Laplante et al., 2005; Boesen et al., 2011).
Ademas, la hipertrofia y la fibrosis cardiaca inducida por Ang Il son menores en ratones
deficientes especificos en ET-1 de células endoteliales (Adiarto et al., 2012). Nosotros
observamos que ET-1, actuando sobre receptores ET,, contribuye al incremento en la
expresion de COX-2 producido por Ang Il en CMLV de SHR basandonos en los siguientes
resultados: 1) ET-1 indujo la expresion de COX-2 mediante la activacién de receptores ET,, y
2) el bloqueo de receptores ET,, pero no de ETg, redujo la expresién de COX-2 inducida por
Ang II. De forma similar, ET-1 aumenta la expresién de COX-2 en CMLV de AMR de ratas
SHR-SP pero no en las de WKY (Montezano et al., 2007). El hecho de que Ang Il no
incrementara la expresion de ET-1 en células de ratas normotensas y los menores niveles de
ET-1 en ratas WKY comparados con SHR, podria contribuir a explicar los menores niveles de
COX-2 observados en CMLV y en segmentos adrticos de ratas WKY, asi como el menor

incremento de COX-2 inducido por Ang Il observado en CMLV de esta cepa.

El SRA es responsable del aumento del estrés oxidativo en diferentes modelos de
hipertension (Alvarez et al., 2007; Jaimes et al., 2008; Martinez-Revelles et al., 2013).
Ademas, estd descrito que Ang Il aumenta la produccion de ROS en varios tipos celulares
(Schieffer et al., 2000; Dikalov et al., 2008; Beltran et al., 2009; Montezano et al., 2010; Lee
et al., 2013) y que existe una relacién entre ellas y los productos derivados de COX-2. Asi, las
ROS pueden aumentar tanto la expresion como la actividad de COX-2 (Feng et al., 1995;
Alvarez et al., 2007; Jaimes et al., 2008; Martin et al., 2012), aunque también es conocido el
papel de los derivados de COX sobre la produccion de ROS (Muzaffar et al., 2004; Cogolludo

et al., 2006; Martinez-Revelles et al., 2013). Adicionalmente, las ROS estdn implicadas en la
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induccidn de ET-1 (Chen et al., 2000; Cheng et al., 2003; Troncoso Brindeiro et al., 2007). En
nuestras condiciones experimentales, Ang || aumentd los niveles de ARNm de la subunidad
catalitica de la NADPH oxidasa NOX-1, que fue acompafiado por un incremento en la
actividad de dicha enzima y en la subsecuente produccién de O,". Ademas, encontramos que
tanto el inhibidor especifico de NOX-1 ML171 (Gianni et al., 2009) como el barredor de H,0,
catalasa, redujeron la expresién de COX-2 producida por Ang Il en CMLV de SHR,
confirmando que el anién superdxido derivado de NADPH oxidasa y el H,0, participan en
este efecto. En un trabajo previo, hemos descrito que las ROS estan implicadas en la
induccion de COX-2 causada por IL-13 en CMLV de ratas SHR (Martin et al., 2012). Aunque
no hemos analizado la procedencia del H,0, éste puede producirse a partir del anion
superoéxido por accién de la SOD o por alguna fuente de produccién directa como NOX-4
(Dikalov et al., 2008), eNOS (Schulz et al., 2008) o xantina oxidasa (Lacy et al., 1998). Tanto
ML171 como catalasa también redujeron los niveles de ARNm de pre-pro-ET-1, indicando

gue las ROS producidas por Ang Il también participan en la expresion de este péptido.

Los factores de transcripcion AP-1 y NFkB se encuentran activados muy
frecuentemente en patologias cardiovasculares como la hipertension (Luft et al., 1999;
Fiebeler et al., 2001; Lorenz et al., 2009). NFkB es una familia de factores transcripcién
ubicua que controla la proliferacién y migracién celular, asi como la expresidon de genes
implicados en la respuesta inflamatoria. Es un dimero formado por las subunidades p65 y
p50 o p52. En células en reposo, NFkB permanece secuestrado en el citoplasma asociado
con las proteinas inhibitorias IkB. Tras la estimulacidn, la quinasa de IkB (IKK) se fosforila y se
activa, fosforilando a su vez a IkB, que se ubiquitiniza y se degrada en el proteasoma,
permitiendo que NFkB se trasloque al nucleo donde ejerce su funcién como factor de
transcripcién (Li y Stark, 2002; Hayden y Ghosh, 2004). Ang Il puede activar este factor de
transcripcién (Ruiz-Ortega et al., 2006; Yin et al., 2009; Zhang et al., 2008a) y, de acuerdo
con esto, observamos que Ang Il incrementd la fosforilacién de IKK asi como la expresién
nuclear de la subunidad de NFkB p65 en CMLV de SHR. Por su parte, AP-1 es un grupo de
factores de transcripcion compuestos por dimeros de jun (c-Jun, JunB y JunD) y fos (Fos,
FosB, Fra-1y Fra-2), pudiendo existir como homodimeros de jun o heterodimeros de juny

fos. Para su activacion necesitan ser fosforilados en el extremo N-terminal de jun por una
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quinasa (JNK) (Zenz et al., 2008; Davies y Tournier, 2012). En CMLV de SHR, Ang Il
incrementd la fosforilacion de JNK, los niveles de ARNm de c-jun y la expresién nuclear de
fosfo-c-jun, sugiriendo la activacion de AP-1 tras la estimulacién con Ang I, como ha sido

descrito por otros investigadores (Yin et al., 2009).

La activacién de AP-1 juega un papel relevante en la inducciéon de ET-1 (Rodriguez-
Pascual et al., 2011; Stow et al.,, 2011). De hecho, analisis mutacionales del promotor de
este gen mostraron que el sitio de unién de AP-1 es un elemento importante en la induccidn
de ET-1 producida por diferentes estimulos, tales como Ang Il (Cheng et al., 2003; 2010).
Ademas, el promotor de ET-1 también contiene al menos un sitio funcional de unién a NFkB
(Lorenz et al., 2009; Rodriguez-Pascual et al., 2011; Stow et al., 2011). En este sentido, la
sobreexpresién de la subunidad de NFkB p65, conduce a un incremento de la transcripcion
de ET-1, mientras que la sobreexpresion de IkB disminuye la actividad del promotor
(Quehenberger et al., 2000). El hecho de que el tratamiento tanto con el inhibidor de JNK
SP600125 como con el inhibidor del proteasoma lactacistina disminuyera significativamente
el aumento en los niveles de ARNm de pre-pro-ET-1 producido por Ang I, sugiere que dicho
incremento depende de la activacién de ambas rutas de sefalizacion. El promotor de NOX-1
también contiene sitios de unién para AP-1 (Cevik et al., 2008; Manea et al., 2008), y NFkB
es un regulador esencial de NOX-1 (Manea et al., 2010). De acuerdo con esto, los niveles de
ARNm de NOX-1 asi como la actividad de la NADPH oxidasa se redujeron con SP600125 y
lactacistina en CMLV de SHR estimuladas con Ang Il. Puesto que ROS y ET-1 estan implicados
en la induccidon de COX-2 producida por Ang Il, y dado que NFkB y AP-1 participan en la
expresion de estos mediadores, es de esperar que ambos factores de transcripcion
contribuyan a la induccidn de la expresion de COX-2. De acuerdo con esto, ambos SP600125
y lactacistina disminuyeron la expresién de COX-2 inducida por Ang Il, tanto a nivel de ARNm

como de proteina.

En CMLV de SHR el agonista PPARy redujo el incremento tanto de COX-2 como de ET-1
producido por Ang Il, apoyando los resultados obtenidos en segmentos adrticos tras el
tratamiento in vivo. Existen varios mecanismos por los cuales pioglitazona podria estar

reduciendo la induccién de ET-1 y, consecuentemente, de COX-2. Como ya hemos
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comentado, la activacion de PPARy puede reducir el estrés oxidativo aumentando
mecanismos antioxidantes (Matsumoto et al., 2007) asi como disminuyendo la expresion de
las subunidades de la NADPH oxidasa o su actividad (Matsumoto et al., 2007; Martin et al.,
2012; Hernanz et al., 2012; Kong et al., 2014). Corroborando este hecho, observamos que
pioglitazona redujo el incremento de NOX-1 y la actividad de la NADPH oxidasa inducidos
por Ang Il en CMLV de SHR, resultados que son consistentes con los obtenidos tras el
tratamiento in vivo. Puesto que, como hemos observado en nuestros experimentos, las ROS
estan implicadas en la induccién de COX-2 y ET-1, el efecto antioxidante de pioglitazona

podria ser una de las vias por las cuales este agonista PPARy reduce COX-2 y ET-1.

Los agonistas PPARy interfieren con factores de transcripcion como AP-1 y NFkB,
mecanismo conocido como transrepresion, lo que explica las acciones antiinflamatorias de
estos compuestos (Ricote y Glass, 2007; Choi y Bothwell, 2012; Martin et al., 2012). Como
hemos descrito anteriormente, los factores de transcripcién AP-1 y NFkB estan implicados
en la induccidn de la expresiéon de COX-2 y ET-1 por Ang Il. En CMLV de SHR, pioglitazona
redujo la fosforilacion de JNK, los niveles de ARNm de c-jun y la expresién nuclear de p-c-
jun; ademas, también redujo la expresién nuclear de p65. Por lo tanto, la interferencia con
estos factores de transcripcidn es otro de los mecanismos por los que la glitazona actua
sobre ET-1y, consecuentemente, sobre COX-2. Por otra parte, puesto que la activacién de
AP-1 y NFkB también participa en el incremento de la expresion de NOX-1 asi como de la
actividad NADPH oxidasa, la reduccién del estrés oxidativo llevada a cabo por pioglitazona
podria ser explicada por la interferencia con estos factores de transcripcidn; este

mecanismo también contribuiria a la reduccién de ET-1 y COX-2 inducida por Ang II.

Resumiendo, los resultados presentados hasta el momento proporcionan evidencias
sobre la existencia de mecanismos dependientes de ROS que incrementan ET-1 y que
contribuyen a la mayor expresion de COX-2 inducida por Ang Il observada en vasos de
conductancia de animales hipertensos. Ademas, las glitazonas inhiben la expresion de COX-2
producida por Ang Il en células de SHR mediante la disminucidn de la produccién de ROS y
de los niveles de ET-1, interfiriendo con la activacién de las rutas de NFkB y AP-1, aunque no

se pueden descartar mecanismos adicionales (Fig. 70).
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Fig. 70: Esquema representativo de los mecanismos estudiados en este trabajo
implicados en la induccidn de COX-2 por Ang Il en CMLV de SHR vy su regulacién por
PPARYy.

Efecto de pioglitazona sobre la expresion de COX-2 inducida por ET-1 en CMLV de ratas

hipertensas

Una vez demostrada la participaciéon de ET-1, a través de receptores ET,, en el
incremento de la expresion de COX-2 inducido por Ang Il, analizamos los mecanismos por
los que ET-1 induce dicha expresidn, asi como el efecto de pioglitazona. Al igual que hemos
observado en CMLV de SHR, otros autores han demostrado que ET-1 incrementa la
expresion de COX-2 en distintos tipos celulares como células endoteliales de microvasos
cerebrales de ratén (Hsieh et al., 2012), células de musculo liso de microvasos de pulmoén
(Chen et al., 2003), células endoteliales de aorta de rata (Sugiyama et al., 2004), células
epiteliales humanas (Peng et al., 2008) o CMLV de AMR de ratas SHR-SP (Montezano et al,,
2007). ET-1 también incrementa la produccién de ROS por mecanismos dependientes
(Banes-Berceli et al., 2005; Romero et al., 2010; Sanchez et al., 2014b) o independientes de
la actividad de la NADPH oxidasa (Callera et al., 2006; Viel et al., 2008). En el presente
estudio observamos que ET-1 aumentd los niveles de ARNm de las subunidades cataliticas
de la NADPH oxidasa NOX-1 y NOX-4, la actividad de esta enzima y la produccién de anién
superoxido. Aunque tradicionalmente se ha asociado NOX-4 a la produccién constitutiva de
ROS (Chen et al., 2012), se sabe que también responde a ciertos estimulos como hipoxia

(Craige et al., 2011), TGF-B1 (Cucoranu et al., 2005) o estrés mecanico (White et al., 2011).
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El aumento de la produccién de anidn superdxido derivado de NADPH oxidasa contribuye a
la induccién de COX-2 producida por el péptido en CMLV de SHR, como lo demuestra el
hecho de que apocinina redujera dicha induccidn, aunque no podemos descartar que exista
otra fuente de produccidon de anién que esté participando. Por el contrario, catalasa no
modifico la expresion de COX-2 inducida por ET-1, lo que descarta la participaciéon de H,0,.
En este mismo trabajo hemos demostrado que el H,0, participa en el incremento de COX-2
inducido por Ang Il; ademas, en un trabajo previo llevado a cabo en este mismo tipo celular,
nuestro grupo también ha descrito la participacién de H,0; en la induccién del enzima por
IL-1B (Martin et al., 2012). Por lo tanto, en nuestras condiciones experimentales, o bien ET-1
no incrementa la produccién de H,0, o bien este perdéxido de hidréogeno estd siendo
rapidamente detoxificado. Esta Ultima opcién parece ser la mas probable puesto que, como
hemos mencionado, ET-1 aumenta la expresién de NOX-4, subunidad de NADPH oxidasa

gue produce preferentemente H,0, en lugar de O, (Dikalov et al., 2008).

Ya hemos senalado anteriormente que el promotor de COX-2 posee motivos de union
a los factores de transcripcion proinflamatorios AP-1 y NFkB (Tsatsanis et al., 2006). Esta
descrito que ET-1 puede activar tanto AP-1 (Kodama et al., 2003; Sutcliffe et al., 2009; Hsieh
et al., 2012) como NFkB (Woods et al., 2003; Montezano et al., 2007; Sutcliffe et al., 2009),
hecho que nosotros constatamos ya que ET-1 incrementd la fosforilacién de JNK, los niveles
de ARNm de c-jun, asi como la expresién nuclear de p65 en CMLV de SHR. Montezano et al.
(2007) describieron la participacion de NFkB en la induccién de COX-2 producida por ET-1 en
CMLV de ratas SHR-SP. Por otro lado, también se ha descrito la implicacién de AP-1 en el
incremento de expresiéon de COX-2 producido por ET-1 en una linea de células endoteliales
de cerebro de ratdn (Lin et al., 2014). De acuerdo con estos trabajos, nosotros observamos
que tanto el inhibidor de JNK SP600125 como el inhibidor del proteasoma lactacistina
redujeron la induccion de COX-2 producida por ET-1, demostrando la participacion de

ambos factores de transcripcion AP-1y NFkB en dicha induccién.

Tanto NFkB como AP-1 regulan la expresion de NOX-1 (Cevik et al., 2008; Manea et al.,
2008; 2010), como también hemos comprobado en CMLV de SHR tras la estimulacidn con

Ang Il. Ademds, ambos factores de transcripcién estan implicados en la regulacién del gen
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de NOX-4 (Manea et al., 2008; 2010; Lu et al., 2010; Bai et al, 2014). En este estudio
observamos que la inhibicién de la activacion de NFkB redujo la expresién aumentada de
NOX-1 y NOX-4 y la actividad NADPH oxidasa inducidas por ET-1; ademas, la inhibicion de
AP-1 redujo la expresion de NOX-1 y la actividad NADPH oxidasa, aunque no modifico la
expresion de NOX-4. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que ET-1 activa AP-1 y NFkB,
los cuales incrementan la expresion de NADPH oxidasa y, en consecuencia, su actividad;
esto aumentaria los niveles de anién superdxido, que contribuyen a la induccidn de la
expresion de COX-2 por ET-1. Sin embargo, no podemos descartar que AP-1 y NFKB estén

activando directamente el promotor de COX-2.

Como hemos comentado anteriormente, la reduccién de la produccién de ET-1 por los
agonistas PPARy es uno de los mecanismos que explican las acciones cardioprotectoras de
estos farmacos (Satoh et al., 1999; Delerive et al., 1999; Lepailleur-Enouf et al., 2000;
Fukunaga et al., 2001; Martin-Nizard et al., 2002; Touyz y Schiffrin, 2006); sin embargo, no
podemos descartar que pioglitazona actue, ademas, modulando los mecanismos activados
por este péptido que conducen al incremento de COX-2. En este sentido, otros autores han
descrito la capacidad de PPARy de regular procesos activados por ET-1, como la hipertrofia
cardiaca (Bao et al., 2008; Huang et al., 2011). Ademds, Montezano et al. (2007)
encontraron que rosiglitazona reducia la expresién de COX-2 incrementada por ET-1 en
CMLV de ratas SHR-SP. De acuerdo con estos resultados, en CMLV de SHR observamos que
pioglitazona reduce la expresién de COX-2 inducida por ET-1. Teniendo en cuenta las
propiedades antioxidantes descritas para las glitazonas (Matsumoto et al., 2007; Hernanz et
al., 2012; Martin et al., 2012; Kong et al., 2014), y que el estrés oxidativo contribuye al
incremento en la expresion de COX-2 inducido por ET-1, analizamos el efecto de
pioglitazona sobre el estrés oxidativo inducido por el péptido. En CMLV de SHR, pioglitazona
redujo los niveles de las subunidades de NADPH oxidasa NOX-1 y NOX-4, la actividad de la
enzima y la subsecuente produccidon de anidn superéxido aumentados por ET-1, mecanismo
qgue contribuiria al efecto de la glitazona sobre la expresion de COX-2. Por otra parte, y de
acuerdo con los mecanismos de transrepresidon a través de los cuales actuan los agonistas
PPARy, pioglitazona interfirid con la activacion de NFkB inducida por ET-1 reduciendo los

niveles de la subunidad p65 en el nucleo; este resultado estd en linea con lo descrito
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previamente (Montezano et al.,, 2007). Ademas, pioglitazona también actia sobre la
activacion de AP-1, ya que redujo la fosforilacion de JNK y el aumento de los niveles de
ARNm de c-jun que se observan tras el tratamiento con ET-1. Hasta donde nosotros
sabemos es la primera vez que se describe que pioglitazona interfiere con la activacion del

factor de transcripcién AP-1 por ET-1.

Estos resultados indican que pioglitazona reduce los niveles de COX-2 incrementados
por ET-1 mediante la transrepresion de AP-1 y NFkB, lo que conducird a una menor
produccién de ROS vy, finalmente, a una reduccién de COX-2 (Fig. 71). No obstante, no
podemos descartar que la propia activacion de dichos factores de transcripcion participe de
forma directa en la induccion de la enzima proinflamatoria y que pioglitazona interfiera a

este nivel.
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Fig. 71: Esquema representativo de los mecanismos estudiados en este trabajo
implicados en la induccién de COX-2 por ET-1 en CMLV de SHR y su regulacién por
PPARYy.

Modulacion por pioglitazona del efecto de ET-1 en la respuesta contractil inducida

por fenilefrina en arterias mesentéricas de resistencia de ratas hipertensas

Ya hemos mencionado anteriormente que ET-1, aislado inicialmente del sobrenadante
de células endoteliales, fue considerado el vasoconstrictor mas potente conocido
(Yanagisawa et al., 1988), pudiendo inducir respuestas vasoconstrictoras tanto en arterias
de resistencia como de conductancia. Por otra parte, aunque las concentraciones de ET-1 in
vivo puedan ser demasiado bajas para producir contraccidon, algunos autores han sugerido
gue este péptido puede participar en la fisiologia y patofisiologia vascular por su capacidad
para modular la respuesta a otros agentes vasoactivos, aunque como veremos a
continuacion los resultados en este sentido son contradictorios. En nuestro estudio
analizamos si la hipertension modifica la modulacidn inducida por ET-1 sobre la contraccién
a fenilefrina, asi como el efecto ejercido por la activacién de PPARy. Para ello, utilizamos
AMR incubadas con ET-1, a una concentraciéon que no produce vasoconstricciéon de forma

directa.
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En AMR de ratas WKY la incubacion con ET-1 no modificé la contraccion producida por
el agonista a-adrenérgico fenilefrina; sin embargo, ET-1 potencié dicha contraccidén en vasos
procedentes de ratas SHR. De forma similar, en aorta de SHR, pero no de WKY, ET-1
potencia la contraccién a noradrenalina (Zerrouk et al., 1997); sin embargo, este péptido no
modifica la contraccion a noradrenalina ni en arteria caudal de SHR ni de WKY (Garcia-
Villalén et al., 2000). Por el contrario, ET-1 aumenta la contraccién inducida por serotonina y
U46619 en arterias coronarias de cerdo y de ratas Sprague Dawley (Nakayama et al., 1991;
Garcia-Villalén et al., 2008), asi como la respuesta a noradrenalina en aorta de conejo
(Henrion y Laher, 1993) y a fenilefrina en diversos lechos vasculares de conejo y de rata
(Gondre y Christ, 1998; Wingard et al., 2003). Estas discrepancias podrian explicarse por
diferencias en el lecho vascular y en el modelo animal utilizados, donde la expresion de
receptores para ET-1 puede variar (Schiffrin et al., 1995a; Goto et al., 1996; Miyauchi y
Masaki, 1999; Marracheli et al., 2006; Tian et al., 2010). Diferencias en las condiciones
experimentales también pueden ayudar a explicar estas discrepancias; asi, Matsumura et al.
(2001) encontraron un efecto potenciador de ET-1 sobre la contraccidon producida por
noradrenalina en arterias mesentéricas perfundidas de ratas WKY, a diferencia de lo
obtenido en nuestras condiciones experimentales, donde utilizamos un miégrafo de

alambres.

El aumento de la contraccién a fenilefrina por ET-1 en arterias de ratas SHR depende
de receptores ET,, ya que fue abolido por el antagonista de dicho receptor BQ123, pero no
por el antagonista de receptores ETz BQ788. La participacidon del receptor ET, en este efecto
estd apoyada por el aumento de su expresidon que encontramos en vasos de animales
hipertensos y que hemos discutido anteriormente. Los datos de la bibliografia sobre el
subtipo de receptor implicado en el efecto potenciador de ET-1 también son conflictivos; si
bien la mayor parte de los autores concluye que es el receptor ET, el implicado en dicho
efecto (Zerrouk et al., 1997; Garcia-Villalon et al., 1997; Matsumura et al., 2001; Vila et al.,
2001; Sanchez et al., 2014a), algunos sugieren la participacion Unica de ETg (Hempelmann et
al., 1999; Gossl et al., 2004), mientras que otros describen que contribuyen ambos subtipos
de receptores, aunque predomina el papel de ET, (Garcia-Villalén et al., 2008; de Souza

Rossignoli et al., 2010).
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Entre los mecanismos por los que ET-1 potencia la contractilidad producida por otras
sustancias vasoconstrictoras se ha propuesto la activacion de canales de Ca®* (Yang et al.,
1990; Garcia-Villalon et al., 2000) o el incremento de la sensibilidad de la maquinaria
contractil a este ion, la cual puede estar mediada por PKC (Nakayama et al., 1991; Henrion y
Laher, 1993) o por RhoA-Rho quinasa (Wingard et al., 2003). Sin embargo, es posible que
ademas de un efecto sobre los mecanismos de contraccion en la célula muscular lisa, ET-1
modifique los niveles de distintos mediadores que controlan el tono vascular. Asi, se ha
descrito que ET-1 induce contraccion mediada por prostanoides vasoconstrictores (Oyekan
et al., 1997; Bolla et al., 2004; Desjardins et al., 2005; Marrachelli et al., 2006), aunque
también incrementa la produccién de vasodilatadores como PGl, y PGE, que contrarrestan
el efecto presor y vasoconstrictor del péptido (De Nucci et al., 1988; Miura et al., 1991). Por
otra parte, se ha descrito que derivados de ciclooxigenasa también participan en el efecto
potenciador de ET-1 sobre la contraccién inducida por otros agentes vasoactivos
(Hempelmann et al., 1999; Zerrouk et al., 1997; Vila et al., 2001). Nosotros observamos que
el incremento en la contraccién a fenilefrina inducido por ET-1 se reduce al incubar los
segmentos arteriales con el inhibidor no selectivo de COX indometacina, asi como con el
inhibidor de COX-2 NS398. Estos resultados indican la participacion de derivados
contractiles de COX-2 en el efecto potenciador observado en arterias de animales
hipertensos, y estan en linea con la induccién de la expresién de COX-2 producida por ET-1
en CMLV de SHR. Aunque ya se habia descrito la participacién de derivados de COX-2 en la
vasoconstriccion a ET-1 mediada por receptores ET5 (Zhou et al., 2006), hasta donde
nosotros sabemos, es la primera vez que se describe la implicacion de derivados de esta

isoforma en el aumento de la contraccién a fenilefrina llevado a cabo por ET-1.

La incrementada expresiéon de COX-2 inducida por ET-1 en células de la pared vascular
conduce a la produccién de diversos prostanoides como PGl,, PGE, y TXA, (Chen et al., 2003;
Jiang et al., 2007; Hsieh et al., 2012; Lin et al., 2013), los cuales median algunos de los
efectos producidos por el péptido (Deacon y Knox, 2010). En este trabajo observamos que el
antagonista de receptores EP,/EP3; SC19220 no modifica la potenciacion de la respuesta a
fenilefrina inducida por ET-1, descartando la participacién de PGE, actuando sobre estos

receptores en dicho efecto; sin embargo, el hecho de que SQ29,548, un antagonista del
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receptor TP, redujera el efecto de ET-1 sobre la contraccion a fenilefrina sugiere la
participacién de este receptor. De acuerdo con nuestros resultados, otros investigadores
han relacionado al receptor TP tanto en la respuesta contractil inducida por la activacion ETa
(Desjardins et al., 2005; Zhou et al., 2006), como en la potenciacién de la respuesta alfa
adrenérgica inducida por ET-1 (Zerrouk et al., 1997; Vila et al., 2001). Algunos autores
proponen que es TXA; el prostanoide que activa receptores TP en respuesta a ET-1 (Vila et
al., 2001; Zhou et al., 2006); sin embargo, el hecho de que en AMR de SHR el inhibidor de Ia
TXA, sintasa furegrelato no modificara el efecto de ET-1, descarta, aparentemente, su
participacién. Por otra parte, se ha descrito que ET-1 potencia la contraccion al andlogo de
TXA, U46619 (Garcia-Villalén et al., 2008), lo que nos lleva a pensar que ET-1 podria
producir una sensibilizacion del receptor TP, al margen del efecto sobre la produccién de

prostanoides.

Es conocido que, en determinadas condiciones, otros prostanoides diferentes a TXA,
pueden producir sus efectos mediante unién al receptor TP. Asi, nuestro grupo describio
gue PGI, produce un efecto contrdctil en AMR de ratas hipertensas a través de receptores
TP (Hernanz et al., 2012). Este efecto contractil de la PGl, ya ha sido descrito por otros
autores en hipertension (Gluais et al., 2005; Xavier et al., 2008; Félétou et al., 2009) y
envejecimiento (Gomez et al., 2008). Sin embargo, el inhibidor de la PGIl, sintasa
tranilcipromina no modificé la potenciacién de la respuesta a fenilefrina inducida por ET-1,
descartando también la participacion de prostaciclina en este efecto. Otros derivados de la
COX como PGF,,, PGH, o isoprostanos también pueden actuar a través de receptores TP
(Coleman vy Sheldrick, 1989; Ishizuka et al., 2007); por lo tanto, son necesarios mas
experimentos para elucidar la naturaleza del derivado de COX-2 implicado en el efecto
potenciador de la respuesta a fenilefrina inducido por ET-1 que se observa en ratas

hipertensas.

El NO modula las respuestas vasoconstrictoras inducidas por diferentes agentes
vasoactivos, incluidos los agonistas adrenérgicos como fenilefrina (Wiggers et al., 2008) o
noradrenalina (Xavier et al., 2004). En AMR de SHR observamos que la inhibicién de la

sintasa de NO con L-NAME aumenta la contraccion inducida por fenilefrina. Tras la
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incubacion con ET-1, el efecto potenciador de L-NAME fue menor, sugiriendo una menor
modulacion negativa por parte del NO de la respuesta vasoconstrictora. Ademas, la
incubacion de segmentos vasculares con ET-1 redujo los niveles basales de NO, asi como
tras la estimulacion con acetilcolina (resultados no mostrados). Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que una reduccidn en los niveles de NO contribuye a la aumentada
contraccion a fenilefrina inducida por ET-1. En linea con estos resultados, otros autores han
observado que la inhibicién de la producciéon de NO reduce o abole el efecto potenciador de
ET-1 sobre la contraccién a la estimulacion eléctrica (Garcia-Villalén et al., 1997) y a 5-HT

(Garcia-Villalon et al., 2008).

La relacidon existente entre NO y ET-1 es compleja. Por una parte, ET-1, a través de
receptores ETg endoteliales, incrementa la produccién de NO (Warner et al., 1989; Schiffrin
y Touyz, 1998; Cardillo et al., 2000; Maguire y Davenport, 2015); sin embargo, la reduccién
de la produccion de NO mediada por ETg participa en la incrementada contraccion inducida
por ET-1 observada en ratas diabéticas (Matsumoto et al., 2009). En nuestro modelo esta
posibilidad queda descartada ya que, como hemos comentado, el efecto de ET-1 que
observamos es independiente de ETg. Por otra parte, algunos estudios describen que ET-1
puede reducir la produccién de NO inhibiendo la expresiéon de eNOS por mecanismos que
implican PKC (Ramzy et al., 2006; Sud y Black, 2009); no parece que este sea el mecanismo
gue tenga lugar en nuestras condiciones experimentales, ya que los estudios mencionados
se llevaron a cabo en cultivo de células endoteliales, donde el receptor expresado es ETg. Sin
embargo, en un trabajo realizado en co-cultivo de células endoteliales con células
musculares de arterias pulmonares, Wedgwood y Black (2005) describieron que la
disminucion de la expresion de eNOS por ET-1 implica la activacion de ET, y la posterior
produccién de H,0,. Esta hipdtesis abre una nueva via de experimentacién para determinar
la implicacion de H,0; en el efecto de ET-1 en nuestro estudio. Otro de los mecanismos que
contribuyen a la reduccion en la biodisponibilidad de NO, y que puede explicar las
alteraciones vasculares que se producen en patologias como la hipertensién, es el
incremento en la produccion de ROS (Briones et al., 2002; Alvarez et al., 2008; Ye et al.,
2015; Montezano et al., 2015). Ya hemos comentado que ET-1 incrementa la produccion de

ROS, bien derivadas de NADPH oxidasa (Banes-Berceli et al., 2005; Romero et al., 2010;
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resultados de este trabajo), de xantina oxidasa (Viel et al., 2008) o de la mitocondria (Callera
et al., 2006; Viel et al., 2008). Sanchez et al. (2014b) encontraron en arterias peneanas que
ET-1, via receptores ET,, estimula la produccién de ROS a partir de la NADPH oxidasa, las
cuales inhiben la biodisponibilidad de NO endotelial, contribuyendo a la contraccién
inducida por ET-1. El hecho de que en AMR de SHR la incubacién con ET-1 incrementara la
actividad de la NADPH oxidasa, nos lleva a proponer que el incremento en la produccion de
ROS muscular a partir de esta fuente, puede contribuir a la potenciacion de la contraccién a
fenilefrina como consecuencia de la reduccion de la biodisponibilidad de NO.
Adicionalmente, ET-1 puede alterar los mecanismos de relajacidon a NO, habiéndose descrito
gue también reduce la vasodilatacion endotelio-independiente inducida por Ia
administracion de donadores exdgenos de NO (B6hm et al., 2007; Sdnchez et al., 2014b).
Por lo tanto, no podemos descartar que, ademas de una reduccién en la biodisponibilidad a
NO, ET-1 potencie la respuesta a fenilefrina en arterias de ratas hipertensas por mecanismos

gue impliquen un deterioro en la vasodilatacién que éste produce.

Como hemos comentado anteriormente, las glitazonas poseen efectos protectores
vasculares, entre los que destaca la mejora de la disfuncién endotelial asociada a diversas
patologias, incluyendo la hipertensiéon (Diep et al., 2002; Hernanz et al., 2012). Se ha
descrito que ET-1 estd implicada en el deterioro de las relajaciones endotelio-dependientes
(Kamata et al., 2004; Elmarakby et al., 2005, Matsumoto et al., 2008), de manera que la
reduccion en los niveles de este péptido puede ser uno de los mecanismos por los que las
glitazonas mejoran la disfuncién endotelial en hipertensién, como ha sido sugerido por
algunos investigadores (Touyz y Schiffrin, 2006; Matsumoto et al., 2008). Ademas,
pioglitazona también podria interferir con los efectos vasoactivos de ET-1. En nuestro
trabajo encontramos que el tratamiento de ratas hipertensas con pioglitazona no sélo
abolid la potenciacion de la contracciéon a fenilefrina inducida por ET-1, si no que en estas
condiciones, ET-1 redujo dicha contraccién. Esta reduccién, que no fue modificada por el
antagonista de receptores ET,, fue inhibida por el antagonista de receptores ETg, lo que
demuestra la participacién de este subtipo de receptor en dicha induccién. El efecto de
pioglitazona sobre los efectos vasculares de ET-1 se asocia con la reduccion en los niveles de

ET, y el aumento en los de ETg observados tras el tratamiento con la glitazona.
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Ya hemos comentado que a través de receptores ETg de origen endotelial, ET-1
incrementa la produccidon de NO (Warner et al., 1989; Schiffrin y Touyz, 1998; Cardillo et al.,
2000; Maguire y Davenport, 2015). De acuerdo con la mayor expresion de receptores ETg,
en segmentos de ratas tratadas con pioglitazona, el efecto potenciador de la respuesta a
fenilefrina inducido por L-NAME fue mayor tras la incubacién con ET-1 que en situacion
control, sugiriendo una mayor modulacién negativa por parte del NO de la respuesta
vasoconstrictora. Adicionalmente, la incubacidon de segmentos arteriales con pioglitazona
aumentd la produccion de NO, cuyos niveles habian sido reducidos por ET-1. En linea con
esto, se ha sugerido que rosiglitazona reduce la vasoconstriccion a ET-1 por mecanismos
gue implican un aumento en la via del NO asociado al incremento en la expresion de
receptores ETg (Tian et al., 2010; Liu et al., 2014). El aumento de la biodisponibilidad de NO
inducido por ET-1 que se observa tras el tratamiento con la glitazona puede deberse a una
reduccion de la produccién de ROS, por lo tanto, el efecto beneficioso de pioglitazona
podria estar mediado por un aumento en la via del NO asociado a la reduccién del estrés
oxidativo, como ha sido descrito (lkejama et al., 2008; Hernanz et al., 2012). Confirmando
esta hipdtesis, la incubacidon de segmentos arteriales con pioglitazona abole el incremento

de la actividad NADPH oxidasa inducido por ET-1.

En resumen, la incrementada expresion de ET, en vasos de animales hipertensos
contribuye al aumento de la contraccidn a fenilefrina inducido por ET-1 por mecanismos que
implican a un prostanoide derivado de COX-2, que actUa a través de receptores TP (Fig. 72).
Ademas, la reduccidn de la biodisponibilidad de NO, probablemente como consecuencia del
aumento en la produccién de ROS a partir de la NADPH oxidasa, también contribuye al
efecto potenciador inducido por ET-1. El tratamiento de animales hipertensos con
pioglitazona, ademas de reducir los incrementados niveles de ET-1, modifica la proporcion
de los receptores de este péptido, reduciendo la relacion ETA/ETg; en esta situacion, ET-1
reduce la contraccién a fenilefrina, debido posiblemente al aumento de la producciéon de NO
y a la reduccién de la actividad NADPH oxidasa que se observa (Fig. 72). Puesto que no
hemos analizado el efecto de pioglitazona sobre la participacion de los prostanoides, no

podemos descartar un efecto sobre este mecanismo.
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Fig. 72: Esquema representativo de los mecanismos estudiados en este trabajo
implicados en la potenciacion de la contraccién a fenilefrina producida por ET-1 en AMR
de SHR (izquierda) y su modulacion por PPARy (derecha).
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Conclusiones/Conclusions

1.- El tratamiento de ratas SHR con pioglitazona reduce el estrés oxidativo y el
incremento de la expresidn vascular de COX-2, ET-1 y receptores ET, asociados al SRA en

hipertensidon. Ademas, la glitazona aumenta la expresion de receptores ETg.

2.- La produccion de ET-1 por Ang Il, a través de mecanismos que implican la
activacion de AP-1 y NFkB y el consiguiente aumento en la produccién de ROS, participa en
la induccién de COX-2 por Ang Il Unicamente en CMLV de SHR, lo que ayudaria a explicar la

mayor expresion de COX-2 observada en esta cepa.

3.- ET-1, via receptores ET,, activa los factores de transcripcion NFkB y AP-1,
conduciendo a un incremento del estrés oxidativo que contribuye a la induccién de COX-2

en CMLV de SHR.

4.- Pioglitazona inhibe la expresion de COX-2 inducida por Ang Il en células de SHR
mediante la reduccion tanto de la produccion de ET-1 como de su efecto sobre la expresién
de COX-2, por mecanismos que implican la interferencia con AP-1 y NFkB y la reduccién del

estrés oxidativo.

5.- En vasos de SHR, ET-1 potencia la contraccidn a fenilefrina a través de receptores
ETa. El aumento de derivados de COX-2 que actuan a través de receptores TP, y la reduccion
de la biodisponibilidad de NO, probablemente como consecuencia del aumento del estrés

oxidativo, contribuyen a este efecto potenciador.

6.- Tras el tratamiento de ratas hipertensas con pioglitazona, ET-1, a través de
receptores ETg, aumenta la biodisponibilidad de NO, reduciendo la contraccion a fenilefrina.
Este efecto podria verse favorecido por la reduccion del estrés oxidativo que produce la

glitazona.

Conclusiéon general

Los resultados de esta Tesis indican que pioglitazona disminuye la incrementada
expresion vascular de COX-2 en hipertension mediante la reduccién tanto de la produccion

de ET-1 como de su efecto sobre la expresidon de dicha enzima proinflamatoria. Ademas, la
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glitazona reduce la relacion entre la expresion de receptores ET, y ETg, revirtiendo el efecto
de ET-1 sobre la contraccidn a fenilefrina; en esta situaciéon, ET-1 reduce dicha contraccion
debido al aumento en la biodisponibilidad de NO. La actividad antioxidante de este
compuesto contribuye a los efectos vasculares mencionados. Estos resultados permiten
avanzar en el conocimiento de los mecanismos que contribuyen a los efectos
cardioprotectores de los agonistas PPARy y de la importancia de estos compuestos en la

mejora de la inflamacidn vascular asociada a la hipertension.



Conclusiones/Conclusions

1.- Treatment of SHR in vivo with pioglitazone reduces the oxidative stress and the
increased vascular expression of COX-2, ET-1 and ET, receptors associated to renin-
angiotensin system in hypertension. In addition, the glitazone augments expression of ETp

receptors.

2.- Ang llI-induced ET-1 production, through mechanisms dependent of AP-1 and NFkB
activation and the subsequent ROS production, participates in the Ang ll-induced COX-2
expression only in vascular smooth muscle cells (VSMC) from SHR. This might help to explain

the higher COX-2 levels observed in this strain.

3.- ET-1, via ET, receptors, activates NFkB and AP-1 transcription factors leading to

increased oxidative stress that contributes to COX-2 induction in VSMC from SHR.

4.- Pioglitazone inhibits Angll-induced COX-2 expression in cells from SHR by reducing
both ET-1 production and its effect on COX-2 expression by mechanisms dependent of AP-1

and NFkB interference and reduction of ROS production.

5.- In vessels from SHR, ET-1 potentiates the phenylephrine contraction through ET,
receptors. An increase in COX-2 derivatives acting on TP receptors and the reduction of the
bioavailability of NO, likely as a consequence of the increased oxidative stress, contribute to

this effect.

6.- After pioglitazone treatment of hypertensive rats, ET-1, through ETg receptors,
reduces the contraction to phenylephrine by increasing NO bioavailability; the oxidative

stress reduction produced by the glitazone can contribute to this effect .

Overall conclusion

The results of this Thesis demonstrate that pioglitazone diminishes the increased
vascular COX-2 expression in hypertension through the reduction of ET-1 production and its
effect on COX-2 expression. In addition, the glitazone reduces the expression of the ETA/ETg
ratio. In this situation, ET-1 induces an opposing effect reducing phenylephrine-induced

contraction as a consequence of increased NO bioavailability. The antioxidant activity of this
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compound contributes to these vascular effects. These results advance our understanding of
the mechanisms that contribute to the cardioprotective effects of the PPARy agonists and
the importance of these compounds in the improvement of vascular inflammation

associated to hypertension.
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Pérez-Giron JV, Palacios R, Martin A, Hernanz R, Aguado A,
Martinez-Revelles S, Barris MT, Salaices M, Alonso MJ. Piogli-
tazone reduces angiotensin Il-induced COX-2 expression through
inhibition of ROS production and ET-1 transcription in vascular cells
from spontaneously hypertensive rats. Am J Physiol Heart Circ
Physiol 306: H1582-H1593, 2014. First published April 11, 2014;
doi:10.1152/ajpheart.00924.2013.—Glitazones have anti-inflamma-
tory properties by interfering with the transcription of proinflamma-
tory genes, such as cyclooxygenase (COX)-2, and with ROS produc-
tion, which are increased in hypertension. This study analyzed
whether pioglitazone modulates COX-2 expression in hypertension by
interfering with ROS and endothelin (ET)-1. In vivo, pioglitazone (2.5
mg-kg '-day ', 28 days) reduced the greater levels of COX-2,
pre-pro-ET-1, and NADPH oxidase (NOX) expression and activity as
well as O, ™ production found in aortas from spontaneously hyper-
tensive rats (SHRs). ANG II increased COX-2 and pre-pro-ET-1
levels more in cultured vascular smooth muscle cells from hyperten-
sive rats compared with normotensive rats. The ET receptor antag-
onist BQ-123 reduced ANG II-induced COX-2 expression in SHR
cells. ANG II also increased NOX-1 expression, NOX activity, and
superoxide production in SHR cells; the selective NOX-1 inhibitor
ML-171 and catalase reduced ANG II-induced COX-2 and ET-1
transcription. ANG II also increased c-Jun transcription and phospho-
JNK1/2, phospho-c-Jun, and p65 NF-kB subunit nuclear protein
expression. SP-600125 and lactacystin, JNK and NF-kB inhibitors,
respectively, reduced ANG Il-induced ET-1, COX-2, and NOX-1
levels and NOX activity. Pioglitazone reduced the effects of ANG II
on NOX activity, NOX-1, pre-pro-ET-1, COX-2, and c-Jun mRNA
levels, JNK activation, and nuclear phospho-c-Jun and p65 expres-
sion. In conclusion, ROS production and ET-1 are involved in ANG
II-induced COX-2 expression in SHRs, explaining the greater COX-2
expression observed in this strain. Furthermore, pioglitazone inhibits
ANG II-induced COX-2 expression likely by interfering with NF-«B
and activator protein-1 proinflammatory pathways and downregulat-
ing ROS production and ET-1 transcription, thus contributing to the
anti-inflammatory properties of glitazones.

angiotensin II; endothelin-1; reactive oxygen species; cyclooxygen-
ase-2; hypertension; peroxisome proliferator-activated receptor-y

PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR (PPAR)-vy, a
member of the nuclear receptor superfamily, is expressed in the
vascular wall, where it exerts a role in vascular biology (53).
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PPARs have cardiovascular protective effects resulting from
their anti-inflammatory and antioxidant actions (53). These
protective effects have been associated with inhibition of
expression of proinflammatory enzymes, such as the inducible
isoform of cyclooxygenase (COX-2) (50, 52), with inhibition
of expression of NADPH oxidase (NOX) components and
subsequent ROS production (22, 34) and with the ability to
antagonize the vascular damage and functional alterations
induced by ANG II (15, 48, 57). In addition to the reported
antioxidant properties, the anti-inflammatory mechanisms pro-
posed for PPAR-vy ligands comprise interference with MAPK
activation and/or with downstream activator protein (AP)-1
and NF-kB transactivation (42).

ANG II, the main effector peptide of the renin-angiotensin
system (RAS), is increased in tissues and plasma of different
hypertension models, where it actively contributes to the pro-
inflammatory state observed in this pathology (46). Thus, ANG
IT induces cytokines and ROS production and the expression of
adhesion molecules and proinflammatory enzymes such as
COX-2 (4, 6, 16, 46). Increased COX-2 expression and activity
could contribute to the vascular alterations found in hyperten-
sion. In this sense, we have described increased production of
COX-2-derived contractile prostanoids and its participation in
vasoconstrictor responses in vessels from hypertensive rats,
which was reduced by treatment with ANG II type 1 (AT)
receptor antagonists (4). COX-2 expression is highly regulated
at both transcriptional and posttranscriptional levels. Among
the signaling pathways involved in COX-2 regulation, ROS,
several transcription factors, such as NF-kB or AP-1, or dif-
ferent kinases involved in cell transduction signaling seem to
play an important role (4, 6, 12).

Endothelin (ET)-1, a peptide of 21 amino acids, constitutes
the most abundant and important member of the ET family (5,
43). Although ET-1 is primarily produced by endothelial cells
(5, 43), its expression may also be induced in vascular smooth
muscle cells (VSMCs) by proinflammatory mediators such as
ANG II (23, 29) through AP-1 and NF-kB activation (10, 23,
24). In addition to its role on vascular tone regulation, ET-1
also acts as a mediator of the vascular inflammatory response
by inducing the expression of proinflammatory enzymes, in-
cluding COX-2 (14, 37), thereby contributing to the pathophys-
iological alterations observed in different vascular inflamma-
tory disorders, such as hypertension (5, 41, 43). In addition,
ET-1 has been proposed to mediate some of the deleterious
cardiovascular effects of ANG II, such as renal effects, fibrosis,
or cardiac hypertrophy (1, 7, 36, 40, 44).
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Our hypothesis is that the reduction in the increased COX-2
expression observed in hypertension, associated with the aug-
mented RAS activity, contributes to the described anti-inflam-
matory effects of glitazones. Among the mechanisms involved,
a decrease in oxidative stress and in ET-1 transcription might
contribute to this effect. Therefore, the aim of the present study
was to investigate whether PPAR-y agonists attenuate the
increased COX-2 expression observed in hypertension by in-
terfering with ROS production and ET-1 transcription as well
as to determine the possible molecular mechanisms involved.
The specific objectives were to analyze /) the in vivo effect of
pioglitazone in oxidative stress, ET-1 mRNA levels, and
COX-2 expression in the aorta from spontaneously hyperten-
sive rats (SHRs); 2) the effect of pioglitazone on ANG II-
induced COX-2 expression and the involvement of oxidative
stress and ET-1 in such effects in VSMCs from SHRs; and
3) the contribution of interference with the NF-kB and AP-1
signaling pathways in the pioglitazone effect.

MATERIALS AND METHODS

All experiments were approved by the Ethical Committee of Research
of the Universidad Auténoma de Madrid, Spain (CEI-UAM 31-759). All
animal care and experimental procedures conformed with current Spanish
and European laws on the use of animals (RD 223/88 MAPA and
609/86).

For experiments, aortas from 6-mo-old normotensive [Wistar
Kyoto (WKY)] rats and SHRs untreated or treated with the PPAR-y
agonist pioglitazone (2.5 mg-kg ™ '-day ') for 28 days suspended in
0.5% methylcellulose and administered in drinking water were used.
This treatment did not modify blood pressure, as previously described
(22). For some experiments, we also used SHRs treated with the AT,
receptor antagonist losartan (15 mg-kg ™ !-day ! in the drinking water
for 12 wk). Rats were euthanized by decapitation, and the thoracic
aorta was removed, frozen at —20°C, and kept at —80°C until used.

To obtain primary cultures of VSMCs, thoracic aortas from 5-mo-
old SHRs or WKY rats were aseptically removed, cleaned of fat tissue
and blood cells, and placed in DMEM (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, 4°C) containing 2 mg/ml collagenase type 2 (Invitro-
gen Life Technologies), 0.1% BSA, 200 U/ml penicillin, and 200
pg/ml streptomycin (Sigma Chemical, St. Louis, MO). After the
adventitia had been carefully removed, VSMCs were obtained by the
explant method (4, 32). Cells were identified as VSMCs by the typical
spindle shape, by the typical “hills and valleys” distribution, and by
positive immunocytochemical staining with specific monoclonal anti-
a-actin antibody (Sigma Chemical). For experiments, cells from
passages 3—8 were made quiescent by incubation in DMEM contain-
ing 0.2% FBS for 24 h. Cells were stimulated with ANG II (for the
times indicated in the RESULTS) and with ET-1 (1 h) with or without
pretreatment for 18 h with the PPAR-y agonist pioglitazone or for 45
min with the ETA receptor antagonist BQ-123, the ETg receptor
antagonist BQ-788, the AT, receptor antagonist losartan, the pre-
sumed NOX inhibitor apocynin, the NOX-1 inhibitor ML-171, the
H>0, scavenger catalase, the JNK inhibitor SP-600125, or the pro-
teasome inhibitor lactacystin.

Western blot analysis. Protein expression was determined in whole
cell lysates (20—25 g protein) or nuclear extracts (15 pg protein) by
Western blot analysis, as previously described (32). Proteins were
separated by 10% SDS-PAGE and then transferred to polyvinyl
difluoride membranes overnight. Membranes were incubated with
rabbit polyclonal antibodies for COX-2 (1:250, Cayman Chemical;
Ann Arbor, MI), p65 (1:1,000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), phosphorylated (p-)c-Jun (1:500, Santa Cruz Biotechnology),
and p-JNK1/2 (1:2,000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA).
Immunoreactive bands were visualized using fluorescent secondary
antibodies from the corresponding host (1:5,000, Bio-Rad Laborato-
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ries, Hercules, CA) and the ECF Plus Western blot analysis system
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Signals on the immunoblot
were quantified using Typhoon 9210 quantification software (GE
Healthcare). The same membrane was used to determine «-actin
(anti-a-actin monoclonal antibody, 1:20,000, Sigma Chemical) and
JNK (anti-JNK monoclonal antibody, 1:1,000, Cell Signaling Tech-
nology) in cellular lysates or TATA-binding protein (TBP) expression
in nuclear extracts (anti-TBP polyclonal antibody, 1:2,000, Santa Cruz
Biotechnology).

Results are expressed as the ratio between signals on the immuno-
blot corresponding to the different proteins and a-actin, total JNK, or
TBP in the same preparation. None of the drugs used altered a-actin
expression. 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 unstimulated control cells and used that value to
calculate the relative density of other bands from the same gel.

Quantitative real-time PCR assay. The different mRNAs were
determined by quantitative real-time PCR. Total RNA was obtained
using TRIzol (Invitrogen Life Technologies). A total of 1 wg of DNAse
I-treated RNA was reverse transcribed into cDNA using the High Ca-
pacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) in a
20-pl reaction. PCR was performed in duplicate for each sample using
0.5 pl cDNA as template, 1X TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), and 20X Tagqman Gene Expression Assays
(COX-2: Rn00568225_ml, pre-pro-ET-1: Rn00586652_ml, c-Jun:
Rn00440945_m1, NOX-1: Rn00586652_m1, NOX-4: Rn00585380_m1,
and p477"°*; Rn00586945_m1, Applied Biosystems) in a 20-pl reaction.
For quantification, quantitative real-time PCR was carried out in an ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, from the
Centro de Apoyo Tecnoldgico of Universidad Rey Juan Carlos) using the
following conditions: 2 min at 50°C and 10 min at 95°C and 40 cycles of
15 s at 95°C and 1 min at 60°C. As a normalizing internal control, we
amplified B>-microglobulin (Rn00560865_m1) or cyclophilin D
(Rn01458749_g1). To calculate the relative index of gene expression, we
used the 272AC method (where C, is threshold cycle) using WKY
segments/cells or untreated samples as calibrators. mRNA levels of the
housekeeping genes were not modified by any of the treatments used.

NOX activity. A lucigenin-enhanced chemiluminescence assay was
used to determine NOX activity. Aortas or VSMCs were homoge-
nized in lysis buffer (50 mM KH,PO4, 1 mM EGTA, and 150 mM
sucrose, pH 7.4). The reaction was started by the addition of NADPH
(0.1 mM) to the suspension containing the sample, lucigenin (5 uM),
and assay phosphate buffer. Luminescence was measured in a plate
luminometer (Auto-Lumat LB 953, Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Germany). The buffer blank was subtracted from each
reading. Activity was expressed as relative light units per milligram of
protein. Samples from normotensive animals or untreated cells were
used as controls, and variations of NOX activity were calculated as the
amount relative to controls.

Measurement of O>~ production. The oxidative fluorescent dye
dihydroethidium (DHE) was used to evaluate in situ O, ~ production
in both aortic segments and VSMCs, as previously described (32, 33).
Hydroethidine freely permeates cells and is oxidized in the presence
of O, ™ to ethidium bromide, which is trapped by intercalation with
DNA. Ethidium bromide is excited at 546 nm and has an emission
spectrum at 600-700 nm.

For determination in aortic segments, frozen segments were cut
into 14-pm-thick sections and placed on a glass slide. Serial aortic
sections were equilibrated in a Krebs-HEPES buffer [containing (in
mM) 130 NaCl, 5.6 KCI, 2 CaCl,, 0.24 MgCl,, 8.3 HEPES, and 11
glucose, pH 7.4]. Fresh buffer containing DHE (2 wM, 30 min, 37°C)
was applied topically onto each tissue section, coverslipped, incubated
for 30 min in a light-protected humidified chamber at 37°C, and then
viewed by a fluorescent laser scanning confocal microscope (Leica
TCS SP2, Wetzlar, Germany, magnification: X40, excitation: 546 nm
and emission: 600-700 nm) equipped with a krypton/argon laser,
using the same imaging settings in each case. Four areas per ring for
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each experimental condition were analyzed with MetaMorph image-
analysis software (Molecular Devices, Downingtown, PA). The inte-
grated optical densities in the target region were calculated.

VSMCs were plated onto glass coverslips inserted into six-well
plates and cultured as described above. Subconfluent cells were
stimulated with ANG II for 2 h in the absence and presence of
pioglitazone or apocynin that were respectively added 18 h or 45 min
before ANG II. Afterwards, cells were loaded with DHE (10 uM) in
serum-free DMEM with 0.1% BSA for 30 min at 37°C. Nonstimu-
lated VSMCs were imaged daily in parallel using the same image
settings. Images were captured with a fluorescent laser scanning
confocal microscope (Leica TCS SP2). The fluorescence intensity
values of 10-20 nuclei per experiment were measured using the
Metamorph Image Analysis Software.

Immunofluorescence. VSMCs were seeded in a 24-well culture
plate with coverglasses in the bottom surface. After reaching 60%
confluence, cultures were starved in DMEM with 0.2% FBS for 24 h.
Cultures were stimulated with ANG II after treatment or not with
pioglitazone. At the end of the treatment, cells were washed and fixed
in 4% paraformaldehyde diluted in PBS and permeabilized in PBS
containing 0.2% BSA and 0.5% Triton X-100. The rabbit polyclonal
primary antibody against p65 was added to cells at 1:200 dilution and
incubated overnight at 4°C. After cells had been washed, green
FITC-conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (Molecular
Probes, Life Technologies, Paisley, UK) was added at 1:2,000 dilution
in the dark. In control experiments, the primary antibody was omitted.
After cells were washed and incubated for 15 min with 4’,6-di-
amidino-2-phenylindole (1:10,000, Invitrogen Life Technologies) to
stain nuclei, ProLong Gold antifade mounting reagent (Invitrogen Life
Technologies) was added to the microscope slides. Cells fixed and
treated in the coverglasses were placed and sealed in the slides and
allowed to dry completely in the dark until the next day. Immunoflu-
orescence-stained cells were observed under a laser scanning confocal
microscope (Nikon, Clplus, Nikon Instruments, Melville, NY) and
analyzed using ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij). The fluo-
rescence intensity of cells was measured at four preset areas per
sample, and at least three independent experiments were performed.

Additional reagents. ANG 11, ET-1, BQ-123, BQ-788, ML-171,
apocynin, catalase, and lactacystin were obtained from Sigma Chem-
ical. SP-600125 and losartan were purchased from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). DHE was from Molecular Probes (Invitrogen
Life Technologies). Pioglitazone was generously supplied by Takeda-
Lilly.

Statistical analysis. Results are expressed as means * SE. n
denotes the number of animals used or the number of different
cultures (each obtained from three different animals). Statistical anal-
ysis was performed using a paired Student’s r-test and one-way
ANOVA followed by the Bonferroni test or the Mann-Whitney
nonparametric test using Graph Pad Prism software. P values of
=0.05 were considered to indicate statistically significant differences.

RESULTS

In vivo treatment with pioglitazone reduced the increased
COX-2 and ET-1 transcription as well as oxidative stress
observed in aortas from hypertensive rats. We (2, 4) have
previously described that COX-2 protein expression and
mRNA levels were greater in aortic segments from SHRs
compared with WKY rats. Now, we confirmed these results
and also observed increased pre-pro-ET-1 mRNA levels in
segments from SHRs (Fig. 1, A and B). Treatment of hyper-
tensive rats with pioglitazone (2.5 mg-kg~!-day !, 28 days)
reduced the greater mRNA levels of both COX-2 and ET-1
observed in aortic segments (Fig. 1, A and B).

In aortas from SHRs, mRNA levels of the NOX catalytic
subunits NOX-1 and NOX-4, NOX activity, and vascular O,
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production were greater compared with WKY segments (Fig.
1, C-E), as previously described (3, 4, 33). We also observed
increased mRNA levels of the NOX regulatory subunit p477/1°*
(Fig. 1C). Pioglitazone treatment normalized the increased
NOX expression and activity as well as the greater Oy~
production observed in SHRs (Fig. 1, C-E).

We have previously described increased COX-2 expression
and oxidative stress in ANG Il-infused mice (33) and that
losartan treatment reduced the increased vascular COX-2 ex-
pression and oxidative stress observed in SHRs (4). In addition,
the greater mRNA levels of ET-1 found in aortic segments
from SHRs compared with WKY rats (relative expression:
0.92 £ 0.12 in WKY rats, n = 6, compared with 1.99 = (0.37
in SHRs, n = 6, P < 0.05) was reduced by losartan (0.94 =
0.26, n = 6, P < 0.05), suggesting the involvement of ANG II
in such increases. In an attempt to clarify the mechanisms by
which pioglitazone reduces the increased COX-2 and ET-1
transcription as well as the oxidative stress observed in hyper-
tensive rats, the following experiments were carried out using
cultured VSMCs stimulated with ANG II.

Pioglitazone reduced ANG Il-induced COX-2 expression in
VSMCs. Basal mRNA levels of COX-2 were also greater in
VSMCs from SHRs compared with WKY rats (data not
shown), as previously described (32). ANG II (100 nM, 15 min
to 3 h) time dependently increased COX-2 mRNA levels in
VSMCs from WKY rats and SHRs (Fig. 24). The increase in
both COX-2 mRNA levels and protein expression after 2-h
ANG 1I incubation was higher (P < 0.05) in VSMCs from
SHRs compared with WKY rats (Fig. 2, A and B). Losartan
treatment (10 wM) reduced the increase in COX-2 mRNA
levels in both WKY rats (relative expression: 2.34 = 0.45 for
ANG II vs. 1.25 = 0.30 for ANG II + losartan, n = 5, P <
0.05) and SHRs (relative expression: 6.27 * 1.24 for ANG II
vs. 2.15 £ 0.35 for ANG II + losartan, n = 5, P < 0.05),
supporting the involvement of AT, receptors in such induction.
Treatment of VSMCs with the PPAR-vy agonist pioglitazone
(10 pM, 18 h) reduced ANG II-induced COX-2 protein and
mRNA levels in cells from SHRs (Fig. 2, C and D) and in those
from WKY rats (COX-2 mRNA levels, relative expression:
276 = 0.50 for ANG II vs. 1.42 = 0.25 for ANG II +
pioglitazone, n = 6, P < 0.05).

Pioglitazone reduced ANG Il-induced COX-2 expression by
reducing ET-1 transcription in VSMCs from SHRs. Basal
mRNA levels of pre-pro-ET-1 were greater in VSMCs from
SHRs compared with WKY rats (Fig. 3A). ANG II (100 nM,
15 min to 3 h) did not modify pre-pro-ET-1 mRNA levels in
cultures from normotensive rats; however, in cells from SHRs,
ANG I increased those levels in a time-dependent manner,
with a peak at 1 h (Fig. 3B). ANG II-induced pre-pro-ET-1
gene expression was dependent on AT, receptor activation
since it was abolished by 10 wM losartan (relative expression:
1.74 £ 0.06 for ANG II vs. 1.08 = 0.10 for ANG II + losartan,
n =15, P <0.05).

In VSMCs from SHRs, the ET 4 receptor antagonist BQ-123
(1 puM; Fig. 3C), but not the ETg receptor antagonist BQ-788
(1 pM; data not shown), reduced, but not abolished, the
increased COX-2 protein and mRNA levels induced by ANG
IT (2 h). These data suggest that ET-1, through ET4 receptor
activation, contributes, at least partially, to the ANG II-induced
COX-2 expression. Accordingly, incubation of VSMCs from
SHRs with ET-1 (100 nM, 1 h) increased both COX-2 protein
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Fig. 1. A-E: cyclooxygenase (COX)-2, pre-pro-endothelin (ET)-1, NADPH oxidase (NOX)-1, NOX-4, and p477">* mRNA levels (A—-C), NOX activity (D), and
representative confocal photomicrographs and quantitative analysis of vascular O> ™ production (E) in aortic segments from Wistar Kyoto (WKY) rats and
spontaneously hypertensive rats (SHRs) untreated and treated with pioglitazone (Pio; 2.5 mg-kg™!-day !, 28 days). Results are expressed as relative values
compared with WKY rats. n = 4-7. *P < 0.05 vs. WKY rats; #P < 0.05 vs. SHRs by a Mann-Whitney nonparametric test or one-way ANOVA.

and mRNA levels (Fig. 3D). The effect of ET-1 on COX-2
mRNA levels was reduced by BQ-123 (Fig. 3D), suggesting
the involvement of ET4 receptors in such induction.

As observed with COX-2 expression, treatment of VSMCs
from SHRs with pioglitazone reduced ET-1 transcription in-
duced by ANG II (1 h; Fig. 3E).

Pioglitazone reduced ANG Il-induced ET-1 and COX-2
expression by reducing oxidative stress in VSMCs from SHRs.
The specific NOX-1 inhibitor ML-171 (0.5 pM) and the H>O»
scavenger catalase (1,000 U/ml) reduced the increase in
COX-2 and pre-pro-ET-1 mRNA levels induced by ANG II in
VSMCs from SHRs (Fig. 4, A and B), suggesting the involve-
ment of oxidative stress in ANG II-induced COX-2 and ET-1
expression.

ANG II increased NOX-1 mRNA levels and NOX activ-
ity, and pioglitazone reduced these increases (Fig. 4, C and
D). In keeping with this, pioglitazone also reduced the
increase in O, production observed after ANG II incuba-
tion (Fig. 4F). NOX seems to be the source of this super-

oxide production based on the reduction elicited by apoc-
ynin (30 wM; Fig. 4E).

Pioglitazone reduced ANG Il-induced ET-1 and COX-2
expression by reducing AP-1 and NF-kB activation in VSMCs
from SHRs. Tt has been previously described that ET-1 and
COX-2 as well as NOX-1 genes have regulatory sites in their
promoters to bind the proinflammatory transcription factor
AP-1 (8, 12, 30, 43, 51). Therefore, we analyzed the involve-
ment of AP-1 on NOX-1 and ET-1 expression and its contri-
bution to the increased ANG II-induced COX-2 expression.
Treatment of VSMCs from SHRs with the specific JNK inhib-
itor SP-600125 (20 wM) diminished both pre-pro-ET-1 and
NOX-1 expression as well as NOX activity induced by ANG II
(Fig. 5, B-D). In agreement with the above results indicating
the role of ROS and ET-1 in ANG II-induced COX-2 expres-
sion, we found that this expression was also reduced by
SP-600125 (Fig. 5A).

ANG II increased JNK1/2 phosphorylation at 5 and 10 min
(Fig. 5, E and F) in VSMCs from SHRs. Accordingly, mRNA
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levels of c-Jun (Fig. 5G) and nuclear expression of p-c-Jun
(Fig. 5H) were also increased in the presence of ANG II. It has
been previously described that PPAR-y activation interferes
with the AP-1 pathway (42). We then analyzed whether the
effect of pioglitazone on COX-2 expression could be associ-
ated with negative regulation of this proinflammatory tran-
scription factor. Pioglitazone treatment reduced p-JNK1/2 ex-
pression (Fig. 5F), c-Jun mRNA levels (Fig. 5G), and p-c-Jun
nuclear expression (Fig. 5H) induced by ANG II.

NF-«kB is another proinflammatory transcription factor that
may regulate COX-2, ET-1, and NOX-1 expression (12, 31,
43, 51). Treatment of VSMCs from SHRs with the proteasome
inhibitor lactacystin (10 wM) reduced pre-pro-ET-1 and
NOX-1 mRNA levels and NOX activity induced by ANG II

ZZ21 ANG Il + Pioglitazone

(Fig. 6, B-D), and, thus, the increased ANG II-induced COX-2
mRNA levels (Fig. 6A).

ANG I increased the nuclear expression of p65 (Fig. 6F).
Immunofluorescence experiments confirmed the augmented
localization of p65 in the nucleus (Fig. 6F). The interference by
PPAR-vy activators of the NF-kB signaling pathway has also
been suggested (42). Accordingly, pioglitazone reduced ANG
II-induced p65 nuclear expression in VSMCs from SHRs (Fig.
6, E and F).

DISCUSSION

This study shows, in conductance vessels from hypertensive
animals, that the PPAR-y agonist pioglitazone reduces the
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Fig. 3. A: basal pre-pro-ET-1 mRNA levels
in VSMCs from WKY rats and SHRs. B: time
course of ANG II (100 nM)-induced pre-
pro-ET-1 mRNA levels in VSMCs from
WKY rats and SHRs. C: effect of ANG II
(100 nM, 2 h) on COX-2 protein expression
(top) and mRNA levels (bottom) in the ab-
sence and presence of BQ-123 (1 nuM) in
VSMCs from SHRs. D: effect of ET-1 (100
nM, 1 h) on COX-2 protein expression (top)
and mRNA levels (bottom) in the absence
and presence of BQ-123 in VSMCs from
SHRs. E: effect of Pio (10 uM, 18 h) on
ANG II-induced pre-pro-ET-1 mRNA levels
in VSMCs from SHRs. Results are ex-
pressed as relative values compared with
WKY cells or untreated cells (0” or Ctrl).
n = 4-7. *%P < 0.05 vs. WKY or untreated
cells. #P < 0.05 vs. ANG II by one-way
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increased proinflammatory enzyme COX-2, which is associ- are involved in the increased COX-2 expression. These mech-
ated with the increased RAS activity observed in this pathol- anisms could contribute to the well-documented anti-inflam-
ogy. Among the mechanisms involved, we propose that the matory properties of glitazones.

glitazone, by interfering with NF-kB and AP-1, reduces the PPAR-vy has cardioprotective effects associated, among
ANG II-elicited ROS production and ET-1 transcription, which  others, with inhibition of vascular expression of proinflam-
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Fig. 4. A and B: effect of ML-171 (0.5 uM) and catalase (1,000 U/ml) on ANG II-induced COX-2 (A) and pre-pro-ET-1 mRNA levels (B) in VSMCs from SHRs.
C-E: effect of Pio (10 uM, 18 h) on ANG II-induced NOX-1 mRNA levels, NOX activity, and vascular O>"~ production in VSMCs from SHRs. As a Ctrl, the
effect of apocynin (30 wM) on O> ™ production is also shown. Results are expressed as relative values compared with untreated (Ctrl) cells; n = 4-7. *P < 0.05

vs. Ctrl; #P < 0.05 vs. ANG II by one-way ANOVA or a Student’s t-test.

matory enzymes and improvement of vascular inflammation
(53). Thus, PPAR-y agonists reduce the increased COX-2
expression found in different inflammatory models (13, 49),
and we (32) have previously described that pioglitazone also
reduces the increased COX-2 induced by IL-1 in SHR
cells. In keeping with this, we found that pioglitazone
treatment reduced the greater COX-2 expression observed in
aortic segments from hypertensive rats. Surprisingly, in-
creased COX-2 expression was observed in rat mesenteric
resistance arteries after pioglitazone treatment (22); we do
not have explanation for such contradictory results, but
differences in the compensatory mechanisms occurring in
resistance versus conductance arteries could explain them.
Furthermore, PPAR-vy agonists inhibit the expression of
several components of NOX and the subsequent ROS pro-
duction, therefore contributing to the anti-inflammatory and
vascular protective effects of these drugs (22, 28, 32, 34).
Accordingly, pioglitazone also reduced the increased
mRNA levels of NOX-1, NOX-4, and p47"h"", NOX activ-
ity, and vascular O~ production. These effects of piogli-
tazone could contribute to explain the improvement of

endothelium-dependent relaxation induced by glitazones in
different pathologies (15, 22, 28, 35).

ET-1 is a peptide originally isolated from the supernatants of
cultured endothelial cells that exerts a wide variety of biolog-
ical effects in different tissues, including the vascular wall.
Thus, endothelial ET-1 can act in a paracrine manner on
adjacent smooth muscle cells affecting vascular reactivity
and mitogenesis (5, 43). However, ET-1 has also an auto-
crine role in vasculature regulation, as it has been previously
described to be released by VSMCs in response to growth
factors and/or vasoactive hormones (21, 23, 29). Increased
ET-1 levels have been previously described in several mod-
els of hypertension (20, 38). We found greater pre-pro-ET-1
mRNA levels in aortic segments and VSMCs from SHRs
compared with WKY rats. It has been proposed that PPAR-y
agonists inhibit ET-1 expression, thus contributing to the
improvement of cardiovascular alterations observed not
only in hypertension but also in other pathological processes
such as diabetes, atherosclerosis, or cardiac hypertrophy
(34, 47, 55). In agreement, in vivo pioglitazone treatment of
SHRs reduced pre-pro-ET-1 mRNA levels in aortic seg-
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nuclear p-c-Jun protein expression (H) in VSMCs from SHRs. Results are expressed as relative values compared with untreated (0* or Ctrl) cells; n = 4-10.
*P < 0.05 vs. untreated cells. #P < 0.05 vs. ANG II by one-way ANOVA or a Student’s t-test.

ments. Nevertheless, despite the above-mentioned effects of
pioglitazone on COX-2, ET-1, and oxidative stress, no
changes were observed in blood pressure in SHRs. Glita-
zones have proven blood pressure-lowering effects in pa-
tients or animal models of diabetes and/or metabolic syn-
drome; however, in those conditions in which hypertension
is not associated with diabetes or with other factors of
metabolic syndrome, no changes in blood pressure have
been generally described unless long-term treatment (28,
58) or high doses of PPAR-vy agonists (9, 17, 28) were used.
It is possible that, although in our model of well-established
hypertension pioglitazone did reduce some proinflammatory
markers, these mechanisms are before the blood pressure-
lowering effect, which is likely to occur with long-term
treatment.

Apart from its well-known physiological role, ANG II has
been implicated in the pathophysiological processes that
occur in hypertension through its significant proinflamma-
tory actions in the vascular wall (45). Using different

models of hypertension, our group and others have previ-
ously described increased renal and vascular COX-2 expres-
sion, vascular O, production, and plasmatic malondialde-
hyde levels (4, 26, 33), which were normalized by treatment
with AT, receptor antagonists (4, 26), confirming the in-
volvement of ANG II in these increases. Moreover, we (33)
have recently shown increased COX-2 expression and oxi-
dative stress in the hypertension model of ANG Il-infused
mice. Furthermore, it has been previously described that
ANG 1II induces the release of ET-1 (25, 40) and that
treatment with angiotensin-converting enzyme inhibitors
normalized the increased ET-1 plasma levels found in hy-
pertensive patients (54).The fact that losartan treatment
reduced the increased levels of ET-1 found in aortas from
SHRs confirms that the increased RAS activity described in
hypertension contributes to the elevated ET-1 levels in this
pathology. The ability of PPAR-vy agonists to antagonize the
vascular damage promoted by ANG II (15, 48, 58) could
contribute to their beneficial effects. In VSMCs, we found
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that ANG II induced the proinflammatory enzyme COX-2,
in a greater extent in cells from SHRs compared with WKY
rats, and pre-pro-ET-1 expression only in cells from SHRs.
In agreement with the in vivo data, in cells from SHRs,
pioglitazone reduced the ANG II-induced expression of both
COX-2 and ET-1. These results could contribute to the
above-mentioned anti-inflammatory effect of glitazones.

It has been proposed that ANG Il-induced ET-1 production is
important to explain the cardiovascular damage induced by this
peptide. Thus, hypertension, proliferation, and renal effects ob-
served after ANG II infusion were attenuated by ET-1 antagonists
(7, 36, 40). Moreover, ANG II-induced cardiac hypertrophy and
fibrosis were reduced in endothelial cell-specific ET-1-deficient
mice (1).We found that ET-1, acting on ET4 receptors, contrib-
utes to the ANG Il-induced COX-2 expression in VSMCs from
SHRs based on the following results: /) ET-1, via ET s receptors,
induced COX-2 expression and 2) blockade of ETA receptors
reduced the ANG II-induced COX-2 expression; however, the

fact that this blocker did not completely abolished such expression
suggests that additional mechanisms contribute to this increase.
Similarly, ET-1 increases COX-2 expression in mesenteric resis-
tance artery VSMCs from stroke-prone SHRs but not in those
from WKY rats (37). The fact that ET-1 levels were lower in
WKY rats compared with SHRs and that ANG II did not increase
ET-1 expression in cells from normotensive rats could contribute
to explain the lower COX-2 levels found in aortic segments and
VSMCs from SHRs as well as the lower increase in ANG
[I-induced COX-2 expression found in VSMCs from this strain.

Furthermore, a relationship between ROS and COX-derived
products has been previously described. Thus, ROS can activate
COX-2 expression and/or activity (4, 18, 27, 32). Additionally,
ROS are also involved in ET-1 gene induction (10), although it
has also been previously described that ET-1 can act as a mediator
of the vascular inflammatory response by increasing ROS pro-
duction (29). The specific NOX-1 inhibitor ML-171 (19) and the
H>0, scavenger catalase prevented the ANG Il-induced COX-2
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ROS production and ET-1 transcription and, therefore, the subsequent COX-2 expression. This mechanism could contribute to the described anti-inflammatory
effects of glitazones. The dashed lines indicate additional mechanisms unexplored in our study. PPAR-y, peroxisome proliferator-activated receptor-vy.

and ET-1 gene expression, supporting the involvement of ROS in
such inductions. As observed in our in vivo study, in SHR
VSMCs, pioglitazone reduced the increase in NOX-1 mRNA
levels, NOX activity, and O, production induced by ANG II,
confirming the antioxidant properties of glitazones.

Among the mechanisms proposed to explain the anti-inflam-
matory effects of PPAR-y activation, transrepression mecha-
nisms by interfering with AP-1 and NF-«B signaling pathways
have been proposed (42). AP-1 activation plays a relevant role
in ET-1 induction (43, 51). In fact, mutational analysis of the
ET-1 gene promoter showed that the AP-1-binding site is an
important element in the ET-1 upregulation by different stim-
uli, such as ANG II (11). Furthermore, the ET-1 promoter also
contains at least one functional NF-kB-binding site (43, 51). In
support of this, overexpression of the NF-kB p65 subunit leads
to an increase in ET-1 transcription levels, whereas overex-
pression of inhibitor of NF-kB (IkBa) decreases ET-1 pro-
moter activity (39). On the other hand, activation of both AP-1
and NF-kB by ANG II has been previously described in
different cell types (46, 56, 57). In agreement, ANG II in-
creased p-JNK activation, c-Jun mRNA levels, and nuclear
p-c-Jun expression in VSMCs from SHRs. Additionally, ANG
IT also increases nuclear expression of the NF-kB p65 subunit.
The fact that treatment with the JNK inhibitor SP-600125 and
the proteasome inhibitor lactacystin significantly decreased
pre-pro-ET-1 mRNA levels suggests its dependence on both
signaling pathways. In addition, the NOX-1 promoter contains
AP-1-binding motifs (8, 30), and NF-«kB is an essential regu-
lator of NOX-1 (31). Accordingly, NOX-1 mRNA levels as
well as NOX activity were reduced using SP-600125 and
lactacystin. In support of the role of ROS and ET-1 on ANG
I-elicited COX-2 expression, both AP-1 and NF-«B inhibitors
also decreased ANG II-induced COX-2 at both mRNA and
protein levels. The effect of pioglitazone on ROS and ET-1
seems to be mediated by interference with AP-1 activation, based

on the inhibitory effect of the glitazone on JNK phosphorylation,
c-Jun transcription, and p-c-Jun nuclear expression; in addition,
pioglitazone also interfered with the NF-kB pathway, as sug-
gested by the reduction of p65 nuclear expression observed.
Consequently, and considering that ROS and ET-1 participate in
the increased ANG Il-induced COX-2 expression in SHR
VSMCs, we can conclude that the effect of pioglitazone on ANG
[-induced COX-2 expression is due, at least in part, to interfer-
ence with the AP-1 and NF-kB pathways.

One potential limitation of this study arises from the fact that
due to the difficulty of analyzing in vivo the mechanisms
involved in pioglitazone effects, the experiments were per-
formed in cultured VSMCs. VSMCs in culture can dediffer-
entiate, and the results obtained might be not predictive of the
mechanisms operating in VSMCs in vivo. However, despite
the possible differences between the in vivo and in vitro
situations, the effects of pioglitazone on COX-2, oxidative
stress, and ET-1 were qualitatively similar, suggesting that this
model of VSMC cultures mimics the in vivo situation; there-
fore, the results obtained would be similarly valid.

In summary, our study provides evidence that ROS-
dependent mechanisms increase ET-1 and that this contrib-
utes, among others, to the greater ANG II-induced COX-2
expression observed in conductance vessels from hyperten-
sive animals. In addition, we propose a new mechanism that
would contribute to the cardioprotective effects of PPAR-y
agonists and go further in knowledge about the involvement
and relevance of PPAR-vy in the improvement of vascular
inflammation associated with hypertension. Thus, glitazones
inhibit ANG II-induced COX-2 expression in cells from
SHRs associated with downregulation of ROS production
and ET-1 levels by interfering with the NF-kB and AP-1
activation pathways, although additional mechanisms can-
not be discarded (Fig. 7).
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