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Introduccion

La presién arterial se mantiene dentro de limites fisiolégicos mediante
ajustes del gasto cardiaco y de las resistencias periféricas, que a su vez
estan controlados tanto por factores neurohumorales (sistema nervioso
central y periférico, sistema renina-angiotensina aldosterona, factores
vasoactivos liberados por el endotelio) como por factores fisicos como el
volumen de sangre arterial y la distensibilidad de los vasos. El gasto cardiaco
es el volumen de sangre que bombea el corazén por minuto y viene
determinado por la frecuencia cardiaca y por el volumen sistdlico (volumen de
sangre expulsado por el corazon en cada latido). La resistencia periférica
vascular, que se define como la resistencia que oponen los vasos a que la
sangre fluya a través de ellos, viene dada principalmente por la parte distal de
la vasculatura que consiste en las arterias pequefias de resistencia y en las

arteriolas (Christensen y Mulvany, 2001).

1. ESTRUCTURA ARTERIAL

La estructura general de la pared arterial es muy similar en todos los
tipos arteriales. Sin embargo, segun el territorio vascular analizado, la
proporcion de algunos de sus elementos (lamina elastica y células
musculares lisas; CMLs) varia. Las arterias se componen fundamentalmente

de 3 capas concéntricas: una interna o intima, una central o media y una
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Introduccion

capa mas externa denominada adventicia (Figura 1). Cada capa de células
se encuentra embebida en la matriz extracelular (MEC) que sirve de soporte

y de comunicacion entre las células.

1.1 Tunicas arteriales

1.1.1 Tunica intima

La tunica intima es la capa interna del vaso que se encuentra en
contacto directo con la sangre circulante. Esta formada por el endotelio y el
subendotelio o lamina basal que limita con la lamina elastica interna (LEI). El
endotelio es una monocapa de células cuyo espesor es de 0.2-0.4 ym, su
ancho de 10 ym y su longitud aproximada de 100 um. Esta monocapa de
células endoteliales descansa sobre la membrana basal rica en colageno,
elastina, fibronectina, laminina y proteoglicanos (Sumpio y cols., 2002). A su
vez, la membrana basal descansa sobre una LEI muy fina y fenestrada (Lee,
1995; Briones y cols., 2003), que separa la tunica intima de la tunica media.
Las células endoteliales estan unidas entre si mediante uniones ocluyentes,
uniones tipo nexo y uniones estrechas (Dejana y cols., 1995; Telo y cols.,
1997; Schnittler, 1998; Michiels, 2003). La tasa de renovacion de las células
endoteliales en condiciones normales es muy baja (de dos a tres afios), salvo
en los puntos de ramificacion donde la actividad mitética es algo mayor. La

capa endotelial regula el intercambio de sustancias con los tejidos
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Introduccion

subyacentes y ademas, como se menciona mas adelante, en ella se lleva a
cabo una intensa actividad metabdlica que ejerce una influencia significativa

sobre el tono vascular.

1.1.2 Tunica media

La tunica media es la de mayor grosor. Esta formada por CMLs
fusiformes dispuestas circular o helicoidalmente en 2-3 capas, hasta 40 en
las arterias mas grandes, alrededor del lumen del vaso. Estas células, cuyo
didmetro es de 2-5 uym y su longitud de 20-60 pm, tienen un unico nucleo
central y se encuentran embebidas en una MEC rica en elastina y colageno
(Figura 1).

La tunica media, ademas de servir como soporte muscular de la
pared arterial, es la encargada de la actividad vasomotora. El aparato
contractil se encuentra en el interior de las CMLs y esta formado por
filamentos finos de actina y gruesos de miosina. Una caracteristica
destacable de las CMLs es la presencia de uniones tipo nexo que son
uniones entre células vecinas que aseguran una unidad funcional y que
facilitan la coordinacion de la contraccion (Lagaud y cols., 2002). Asimismo,
las CMLs mantienen contacto con las células endoteliales a través de las
fenestras de la LEI (Rhodin, 1980). La proporcion de tejido conectivo y de

CMLs varia segun el diametro del vaso y su funcién.
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Endotelio 3\

Lamina basal L
> Tunica intima

Lamina elastica
interna

. . Tunica media
Musculo liso

Lamina elastica
externa

Tunica adventicia
Tejido conectivo, p Tuni venticl
fibroblastos y
mastocitos

Figura 1. Diagrama representativo de la estructura arterial (modificado de
Fox, 1993).
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1.1.3 Tunica adventicia

La tunica adventicia es la capa mas alejada de la luz del vaso. Esta
formada por tejido conectivo (colageno y elastina), fibroblastos de orientacion
longitudinal y mastocitos. Una membrana, denominada lamina elastica
externa (LEE), separa esta capa de la tunica media (Figura 1). A través de la
tunica adventicia penetran una red de vasos de calibre muy pequeio
denominados vasa vasorum y las fibras nerviosas que inervan las arterias
(Hirst y Edwards, 1989). Los vasa vasorum ocasionalmente penetran en la
tunica media y su funcion parece estar relacionada con el metabolismo de la
pared (Stefanadis y cols., 1995).

Tradicionalmente se ha considerado que la funcién principal de la
tunica adventicia es ejercer de soporte estructural de los vasos sanguineos.
No obstante, recientemente se ha sugerido que podria jugar un papel
importante en la patogenia de algunas enfermedades cardiovasculares como
la arterioesclerosis (Gutterman, 1999) y la hipertension (Arribas y cols.,

1997a; b; Kantachuvesiri y cols., 2001).

A pesar de que esta disposicidon en tres capas es comun a todos los
vasos sanguineos, existen diferencias en relacién a la funcién de cada regién
del arbol circulatorio y de cada sistema (venas, arterias y vasos linfaticos),
pudiendo variar, entre otros parametros, el grosor de cada capa o el grado de

inervacion de los tejidos (Hirst y Edwards, 1989).
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1.2 Matriz extracelular

La MEC, ademas de su funcién estructural como soporte de las
células de la pared del vaso, esta implicada en la mecanica y en la funcion
vascular. La MEC confiere las propiedades de elasticidad y de resistencia al
estiramiento y participa en la hidratacion, filtracion de iones, interaccion con
células y en la disponibilidad de factores de crecimiento. Las moléculas de la
MEC son sintetizadas por los tres tipos celulares: células endoteliales, CMLs
y células adventicias. A lo largo de la vida adulta, la pared del vaso esta
expuesta a multiples factores que pueden dafar la MEC como deposiciéon de
lipidos, hipoxia, secrecidon de enzimas, produccion de radicales libres y
elevacién de la presion arterial. En respuesta a estos factores, las CMLs
pueden sintetizar moléculas de la MEC e inhibidores de las enzimas que la
degradan, cambiando su composicidén y su organizacion tridimensional. Esta
nueva MEC no es tan adecuada funcionalmente como la sintetizada durante
la etapa fetal, alterandose la funcién vascular normal (Jacob y cols., 2001;
Figura 2).

Las proteinas mas importantes de la MEC son el colageno y la
elastina mientras que los proteoglicanos, las glicoproteinas y las integrinas se

encuentran en menor proporcion.
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1.2.1 Colageno

El colageno, del que se han descrito 26 tipos, constituye junto a la
elastina, el componente mayoritario de la MEC de la pared vascular. No
obstante, a nivel vascular se encuentran predominantemente, los colagenos
tipo | y lll que representan el 60% y el 30% del total del colageno vascular
respectivamente (Mayne, 1986; Van der Rest y Garrone, 1991; Prockop y
Kivirikko, 1995). El 10% restante incluye colageno de la membrana basal tipo
IV, colageno tipo V, colageno tipo VI microfibrillar y colagenos tipo VI, Xll y
XIV (Figura 2).

El colageno es una proteina muy rigida cuya funcién es limitar la
distensién del vaso producida por la presion (Jacob, 2003). Como ya hemos
comentado anteriormente, los tipos | y Il son los predominantes a nivel
vascular. El colageno tipo | es el producto de dos genes diferentes, el a(l) y
el ay(l), en cambio, el colageno tipo Ill es el producto del gen a,(lll; Rekhter,
1999). El precursor del colagenoo es el procolageno. Los procolagenos a4(l) y
ay(l) estan formados por cadenas polipeptidicas sintetizadas por los
fibroblastos, osteoblastos y odontoblastos que posteriormente son
procesadas en el reticulo endoplasmatico (Verrecchia y Mauviel, 2004). La
unidad fibrilar basica del colageno es una triple hélice de 300 nm. Cada una
de las cadenas esta constituida por secuencias repetidas de los aminoacidos

glicina-X-Y, donde generalmente, la X y la Y son prolina e hidroxiprolina,
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respectivamente. Tras su secrecion al espacio extracelular y eliminados los
extremos N y C-terminales, la triple hélice se agrega formando fibrillas
solubles en solucion salina y que carecen de fuerza tensora. Posteriormente,
gracias a la enzima lisil oxidasa, se forman puentes cruzados que producen
la oxidacion de residuos especificos de lisina o hidroxilisina. Durante la
formacién de los puentes cruzados intermoleculares, las fibras de colageno
se hacen cada vez mas insolubles y rigidas. La sintesis de colageno puede
estar regulada a nivel de la transcripcién, de la estabilidad del ARN
mensajero y de la biosintesis y actividad de cada una de las enzimas
involucradas en su procesamiento y ensamblaje (Rekhter, 1999).

El contenido de colageno en los vasos es el resultado de un equilibrio
dinamico entre la degradacion y la sintesis. Las enzimas que degradan el
colageno son principalmente las metaloproteinasas (MMPs) MMP-1, MMP-8 y
MMP-13 de la matriz (Galis y Khatri, 2002; Newby, 2005). Las MMPs,
ademas de degradar a los componentes de la MEC y de activar a otras
MMPs, son también responsables de mantener disponibles y activos
determinados factores de crecimiento y citoquinas (Rundhaug, 2005). A su
vez, algunos factores de crecimiento y citoquinas como el factor de
crecimiento tumoral-B (TGF-B4), el factor de crecimiento de la insulina, el
factor de crecimiento del tejido conectivo, el factor de necrosis tumoral-a

(TNF-a) y la interleuquina-1 (IL-1) pueden afectar la sintesis de MMPs
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(Jugdutt, 2003). Las MMPs estan reguladas al nivel de la expresién génica y
de la secrecién de la proteina por la activacién de la proenzima inactiva y por
inhibidores de las MMPs. Los inhibidores mas importantes de las MMPs in
vivo son la a-2 macroglobulina y la familia de inhibidores especificos de tejido
de las MMPs que se compone de 4 miembros relacionados estructuralmente.
Estos inhibidores se unen con una alta afinidad al centro catalitico de las
MMPs eliminando su capacidad proteolitica (Lagente y cols., 2005).

El crecimiento de colageno (0.56% dia™) comparado con el resto de
proteinas (7.2% dia™") es lento (Bonnin y cols., 1981) y su tiempo de vida
media (de 80 a 120 dias), es diez veces mas largo que el del resto de
proteinas (Weber y cols., 1992). Esta caracteristica implica que el recambio
del colageno de la MEC después de la degradacion es muy lento,
aumentando su vulnerabilidad frente a condiciones que implican un
incremento en su degradacion, como ocurre entre otras patologias, en

episodios de isquemia (Jugdutt, 2003).

1.2.2 Elastina

La elastina es la proteina mas abundante en arterias de gran tamano
(Jacob, 1993; Rosenbloom y cols, 1993; Debelle y Tamburro, 1999), aunque
también es detectable en venas (Travers y cols, 1996; Wali y cols., 2003) y

en arterias de resistencia (Briones y cols., 2003). La elastina constituye el
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90% de las fibras elasticas, que a su vez contienen otras fibras como las
fibrilinas y las microfibrillas asociadas a glicoproteinas (Figura 2). Las fibras
de elastina forman laminas fenestradas que permiten el contacto celular a
través de sus agujeros. Estas lamelas elasticas estan disefiadas para que la
tensidén se distribuya uniformemente a través de la pared arterial (Arribas y
cols., 2006).

La tropoelastina es la proteina precursora de la elastina. Se sintetiza
principalmente por las CMLs, aunque los fibroblastos y las células
endoteliales también poseen una cierta capacidad elastogénica. Su peso
molecular se encuentra entre 68 y 74 KDa dependiendo de la isoforma y es
muy hidrofébica, pero soluble en solucion salina. Todas las isoformas de la
tropoelastina muestran un patron de organizacion molecular similar en el que
las regiones hidrofébicas se alternan con regiones hidrofilicas formadas por
puentes cruzados ricos en residuos de lisina (Arribas y cols., 2006). La
enzima lisil oxidasa produce puentes cruzados entre residuos de lisinas por
una desaminacidon oxidativa de los grupos NH, de la lisina. Esta reaccion
produce la condensacion de 4 lisinas generando isodesmosina y desmosina,
o de 3 lisinas que da lugar a allisina (Reiser y cols., 1992). Las regiones
hidrofébicas, responsables de la elasticidad de la proteina, estan formadas

por repeticiones ricas en valina y glicina (Debelle y Tamburro, 1999).
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La elastina esta compuesta en un 80% - 90% por aminoacidos
alifaticos no polares que le confieren una elevada entropia en su estado
relajado, ya que debido a sus dominios hidrofébicos repele las moléculas de
agua que quedan desordenadas. Sin embargo, cuando se encuentra en
estado distendido algunas de estas moléculas son capaces de alinearse en
las zonas no hidrofébicas de la molécula estirada y generan una molécula
con menor entropia. La elastina presenta afinidad por el calcio y diversos
lipidos, como acidos grasos libres, que impiden el cambio del estado relajado
al distendido y reducen la elasticidad de la molécula (Robert, 2002).

La unica proteina caracterizada hasta el momento que mantiene
contacto celular con la elastina es una proteina de 64 KDa denominada
proteina de unién a elastina. Esta proteina se une a dos proteinas mas
formando un receptor que mantiene contacto celular con la laminina y el
colageno tipo IV, por lo que es denominado receptor de elastina-laminina.
Durante el desarrollo embrionario y en las primeras etapas de la vida
postnatal, la proteina de unién a elastina tiene la funcién de proteina
acompanante o chaperonina, colaborando en el transporte de la tropoelastina
desde el interior hasta el exterior celular. A lo largo de la elastogénesis, esta
proteina va quedando anclada en la membrana celular formando, junto a las
otras dos proteinas, el receptor trimérico. En adultos, este receptor se

encuentra localizado en las CMLs, en los fibroblastos, en las células
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endoteliales y en las células fagociticas (Arribas y cols., 2006). La
elastogénesis se inicia muy temprano en el desarrollo embrionario y termina
en los primeros meses de vida postnatal. En condiciones normales, la
sintesis de las fibras elasticas se produce en un periodo muy corto durante el
que la tropoelastina es producida y procesada continuamente. Se han
descubierto un gran numero de factores solubles que modulan la sintesis de
elastina. Asi, TGF-B, IL-1R, glucocorticoides y acido retindico favorecen la
sintesis mientras que TNF-q, interferon-y y vitamina Dj; disminuyen la
expresion de elastina.

La elastina, cuando estad polimerizada es practicamente insoluble,
metabolicamente inerte y extremadamente resistente a la agresion térmica o
quimica. Su tiempo de vida media esta estimado en aproximadamente 40
afos y en humanos, en condiciones Optimas puede durar toda la vida, siendo
el elemento mas longevo de la MEC (Shapiro y cols., 1991). Sin embargo,
existen varios enzimas proteoliticos que pueden degradar la elastina como
algunas MMPs (Arribas y cols., 2006), las serin-proteasas (Robert, 2002) y la
aspartico- y la cistein-proteinasa (Jacob, 2003; Arribas y cols., 2006).

La elastina participa en la regulacion de la presion arterial
manteniendo una presion diastélica elevada en las arterias, ya que almacena
temporalmente la energia producida por la sistole cardiaca. Cuando el ciclo

cardiaco esta en su punto de menor presion (diastole) libera esta energia
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comprimiendo la sangre contenida y retornando el vaso al tamafo original.
Asi, durante la diastole la presion en los vasos no disminuye tanto como en el
corazén. Esto se traduce en que las variaciones de presion en las arterias
durante el ciclo cardiaco, sean de una amplitud relativamente pequefia dando
lugar a un flujo continuo y a una irrigacion adecuada de los 6rganos. Esto es
de extrema importancia e induce una diferencia muy apreciable entre las
presiones del corazén (120/5 mm Hg) y la aorta (120/80 mm Hg; Faury,

2001).

1.2.3 Glicoproteinas, proteoglicanos e integrinas

Las proteinas fibrosas, colageno y elastina, se encuentran inmersas
en un gel viscoelastico compuesto por diversos proteoglicanos y
glicoproteinas (Figura 2). Entre los primeros se encuentran el condroitin-
sulfato, el heparan-sulfato, el dermatan-sulfato y el acido hialurénico, que
proporcionan propiedades de turgencia y resistencia a la compresion.
Ademas, también regulan la filtracion, la migracién y la motilidad celular y
contienen receptores para enzimas y citoquinas (Jacob, 2003). El otro
componente no fibroso son las glicoproteinas, entre las que se incluyen las
fibronectinas y las vitronectinas. Estas glicoproteinas cumplen una funcion de
interaccion entre las células y los elementos de la MEC a través de sus

receptores, las integrinas (Jacob, 2003; Figura 2). Las integrinas son una
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familia de proteinas transmembrana que ademas de fijar las células a la MEC

sirven como anclaje para el citoesqueleto (Intengan y Schiffrin, 2000).

Figura 2. Componentes de la matriz extracelular (adaptado de Jacob, 2003).
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2. CLASIFICACION DE LAS ARTERIAS

La circulacion sanguinea esta construida segun el principio
econdémico de que cada vaso debe cumplir, al menos, otra funcion ademas
de la conduccidon sanguinea. Basandose en este papel extra, los vasos
sanguineos se han subdividido en: arterias elasticas, arterias musculares de
conductancia, arterias musculares de resistencia, vasos de intercambio y
vasos de capacitancia (Levick, 2003). En cada clase, la pared vascular esta

adaptada a su papel fisioldgico.

2.1 Arterias elasticas

Las arterias grandes como la aorta y la iliaca, que en humanos
presentan un diametro entre 1 y 2 cm, tienen una pared muy distensible
porque su tunica media consiste en varias laminas de elastina fenestradas
que se alternan con las capas de CMLs (Figura 3). La elastina, proteina
extracelular que es 6 veces mas extensible que el caucho, permite que las
arterias elasticas se expandan alrededor de un 10% en cada latido cardiaco
acomodandose para la expulsién de la sangre. La retraccion de los vasos
elasticos durante la diastole transforma el flujo pulsatil en la aorta ascendente
en un flujo continuo en las arterias mas distales. El colageno que es 100

veces mas rigido que la elastina impide la sobredistension del vaso. Estas
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arterias juegan un doble papel fisioldgico: son conductoras y reguladoras del

caudal sanguineo.

2.2 Arterias musculares de conductancia

Son arterias de mediano y pequefio calibre como la radial, las
cerebrales y las coronarias (diametro entre 0.1-1 cm en humanos), que
presentan una tunica media que contiene mas CMLs y es mas gruesa
respecto al lumen que las arterias elasticas (Figura 3). El espesor de la pared
representa en la mayoria de los casos una cuarta parte del diametro de la
arteria (Ross y Glomset, 1976). La pared gruesa impide el colapso en los
lugares en los que hay curvaturas afiladas como el codo y la rodilla. Las
arterias musculares poseen una rica inervacion autondmica. La tunica media
de estas arterias esta formada por ldminas de CMLs entre las cuales hay
fibras de colageno y proteoglicanos. Fisioloégicamente, su funcidén es controlar

la luz del vaso y regular el flujo sanguineo.

2.3 Arterias musculares de resistencia

Las arterias de resistencia son arterias musculares de diametro
pequefio (<500 pm) situadas entre arterias y arteriolas elasticas de
conduccién (Figura 3). Al contrario que las arterias grandes, las arterias de

resistencia influyen sobre la presion arterial media local y el flujo sanguineo.
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Dado que estos vasos controlan la resistencia al flujo, sirven como “grifos” de
la circulacion pudiendo aumentar o disminuir el flujo para adecuarse a la
demanda local. Cuando los vasos de resistencia se dilatan, la resistencia cae
y el flujo local aumenta. En cambio, la vasoconstriccion aumenta la
resistencia a nivel local reduciendo el flujo sanguineo a este nivel. Las
arteriolas terminales también ajustan la perfusion sanguinea a nivel capilar

(Levick, 2003).

2.4 Vasos de intercambio

El intercambio de gases y metabolitos tiene lugar principalmente, en
los capilares (Figura 3). Los capilares son muy numerosos y pequefos
(diametro 4-7 ym) y su pared consta de una sola capa de células endoteliales
de 0.5 ym de grosor que facilita el paso de gases y metabolitos.

Parte del intercambio gaseoso tiene lugar en las vénulas periciticas y
postcapilares (diametro 15-50 um) que carecen de capa muscular lisa. No
obstante, parte del O, pasa también a través de las arteriolas. Estrictamente
hablando, el término vasos de intercambio comprende microvasos de los dos
lados de la red capilar.

Aunque los capilares son muy estrechos, el lecho capilar en su
conjunto presenta una resistencia al flujo baja y una caida modesta de la

presién. Ello es debido al gran numero de capilares estructurados en paralelo
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y a su pequeia longitud (aprox 1 mm). La gran area de la seccién del lecho
capilar disminuye la velocidad a 0.5-1 mm/s. Como resultado, cada glébulo
rojo tarda entre 0.5 a 2 s en atravesar los capilares. Este tiempo de transito
es suficientemente largo para que el glébulo rojo pueda dejar O, y capturar

CO; del tejido (Levick, 2003).

2.5 Vasos de capacitancia

Los vasos de capacitancia son vasos venosos que actuan como
depdsitos (Figura 3). Las vénulas (diametro: 50-200 um) y las venas difieren
principalmente en tamafio y numero. Tienen una pared delgada que
comprende la tdnica intima, una tunica media con musculatura lisa y
colageno y la tunica adventicia. Las vénulas y las venas pequefias son mas
numerosas que sus correspondientes arteriolas y arterias y su resistencia
neta es muy baja. Una caida de presion de solo 10-15 mm Hg es suficiente
para conducir el gasto cardiaco de las vénulas hacia la auricula derecha.

Dado su gran numero y tamafo, las venas contienen
aproximadamente, dos tercios de la sangre circulante por lo que se
denominan vasos de capacitancia. Por otro lado, debido a que tienen una
pared muy fina, se distienden o colapsan con facilidad actuando como
depdsitos de sangre. Ademas, muchas venas periféricas estan inervadas por

fibras nerviosas por lo que el volumen sanguineo en el depdsito venoso
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puede ser controlado activamente. En situaciones de estrés, los vasos de

capacitancia se contraen y desplazan la sangre al corazén y a las arterias.

)

Aorta

___ Arteria de
conduccion \

A. elastica

A. muscular de
conductancia

© — Arteriola __ A.muscular
de resistencia
° — Capilar
' ) ¢ Vasos de
O — Vénula ——_¥ intercambio

O _ Vena _______
Vasos de

capacitancia
O — Vena cava

Figura 3. Diagrama representativo de la morfologia de los diferentes tipos de

vasos sanguineos (adaptado de Levick, 2003).
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3. MECANISMOS QUE CONTROLAN EL TONO VASCULAR

La pared vascular libera diversas sustancias de naturaleza contractil o
relajante encargadas de mantener el tono de la musculatura lisa vascular. El
endotelio vascular participa dinamicamente en la funcién celular y de los
organos. Una de sus muchas funciones es procesar las sefiales que recibe
traduciéndolas en mecanismos reguladores del tono del musculo liso vascular
y de la resistencia periférica, contribuyendo de forma importante al control de
la presion arterial (Vallance y cols., 1989). Las células endoteliales
contribuyen a la regulacion del tono vascular liberando diversas sustancias
vasoactivas como el éxido nitrico (NO), la prostaciclina (PGl,) y el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), que son potentes
vasodilatadores, y otras, como el péptido endotelina (ET)-1, los prostanoides
como el tromboxano A, y la prostaglandina H, (PGH,), los aniones
superoéxido (O,7) y los componentes del sistema renina-angiotensina, que son
vasoconstrictores (Sanchez-Ferrer y Marin, 1990; Andresen y cols., 2006;

Feletou y Vanhoutte, 2006).

3.1 Oxido nitrico

El NO es una molécula clave en el proceso de la relajacion vascular.

Es un gas inestable, con una vida media muy corta y muy difusible, gracias a
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lo cual puede pasar facilmente a través de las membranas (Welch y Loscalzo,
1994). ElI NO es sintetizado, en diversos tipos celulares, por la sintasa del NO
(NOS). Se han descrito tres isoformas de la NOS: dos se expresan de forma
constitutiva, la neuronal (nNNOS) en células neuronales y epiteliales y la
endotelial (eNOS), en células endoteliales y plaquetas. La tercera isoforma es
de naturaleza inducible (iNOS) y esta presente en macréfagos, neutroéfilos,
CMLs, células endoteliales y hepatocitos. Esta enzima necesita un estimulo
inflamatorio para activarse y produce enormes cantidades de NO durante un
tiempo prolongado (Marin y Rodriguez-Martinez, 1997).

La activacidon por agonistas, como por ejemplo la acetilcolina (ACh) o
la bradiquinina, de los receptores muscarinicos situados en la célula
endotelial da lugar a la entrada de Ca®" que activa la eNOS y sintetiza NO y
L-citrulina a partir de L-arginina (Figura 4). EI NO atraviesa la membrana
celular y difunde a la CML donde activa la guanilato ciclasa soluble (GCs)
incrementando los niveles de guanosina 3, 5-monofosfato ciclico (GMPc). El
GMPc produce relajacién por varios mecanismos entre los cuales esta la
inhibicion de la entrada de Ca** a través de los canales operados por receptor
(ROC), la estimulacién de la Ca?**-ATPasa o la activacion de la proteina
quinasa dependiente de GMPc que fosforila la quinasa en la cadena ligera de

la miosina (Marin y Rodriguez-Martinez,1997).
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Figura 4. Biosintesis del oxido nitrico en la célula endotelial a partir de la
activacion de los receptores muscarinicos por la acetilcolina. CML, célula

muscular lisa; CE, célula endotelial.

3.2 Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
La relajacidon del musculo liso vascular dependiente de endotelio

implica, en muchos casos, hiperpolarizaciéon de la membrana celular (Garland
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y cols., 1995). Tedricamente, la hiperpolarizacion dependiente de endotelio
podria resultar de la propagacion de la corriente eléctrica entre las células
endoteliales y las CMLs (Christ y cols., 1996). Sin embargo, en la mayoria de
los casos, esta hiperpolarizacion se atribuye a un factor difusible liberado por
el endotelio denominado EDHF (Mombouli y Vanhoutte, 1997; Feletou y
Vanhoutte, 2006). Este tipo de respuesta puede ser inducida por diversos
agonistas como la bradiquinina, la ACh, la histamina o la sustancia P
(Garland y cols., 1995).

La naturaleza quimica del EDHF aun no se ha identificado,
aceptandose su participacion en una respuesta vascular cuando esta
respuesta permanece tras el bloqueo de la sintesis de NO y de prostanoides
(Mombouli y Vanhoutte; 1997). Actualmente, se conoce que las respuestas
mediadas por EDHF se inician con un incremento en la concentracion de
Ca?* endotelial y la consecuente activacion de los canales de K activados
por Ca®* de pequefia e intermedia conductancia que hiperpolarizan las
células endoteliales (Busse y cols., 2002). En algunos tejidos, la
hiperpolarizacion de las ceélulas endoteliales podria estar regulada por la
activacion del citocromo P-450, generando acidos epoxieicosatrienoicos. La
hiperpolarizacion endotelial podria propagarse hacia las CMLs vecinas a
través de uniones gap, que también podrian estar reguladas por los acidos

epoxieicosatrienoicos, o por el flujo de K* a través de los canales de K'
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activados por Ca?* de pequefia e intermedia conductancia que podria
producir la hiperpolarizacion de los miocitos cercanos por activaciéon de los
canales de K" rectificadores y/o la ATPasa Na®, K"-dependiente. Estos
mecanismos no se excluyen uno al otro, sino que en algun vaso pueden
ocurrir de manera simultanea o secuencial pudiendo actuar de manera
sinérgica. La proporcion relativa de cada mecanismo depende de numerosos
parametros como el estado de activacion del musculo liso vascular, la
densidad de uniones gap y el nivel de expresion del citocromo P-450 y de las
isoformas de la ATPasa Na®, K"-dependiente y/o de los canales de K"

rectificadores (Busse y cols., 2002).

3.3 Especies reactivas de oxigeno

El O,” se forma por reduccion del O, mayoritariamente en la
mitocondria, en el reticulo endoplasmico y en las membranas nucleares de
diferentes células (Gutteridge y cols., 1986). Este radical libre también
aparece como producto de la reaccion de peroxidasas (Wang y Walsh, 1995)
y xantina oxidasa (Deby y Goutier, 1990). A nivel vascular, el O, es
generado entre otras, en las células endoteliales por la enzima circulante
xantina oxidasa (Munzel y cols., 1999). Esta enzima cataliza la oxidacion de

la xantina y la hipoxantina, reduce el O, formando O," y peroxido de

44



Introduccion

hidrogeno (H,O,) y es capaz de producir grandes cantidades de especies
reactivas de oxigeno en condiciones patologicas (Wassmann y cols., 2004).

En los ultimos afos, se ha propuesto que en los vasos, la fuente mas
importante de O,” es la NADPH oxidasa (Griendling y cols., 2000; Touyz,
2004), que cataliza la produccion de O, por reduccion del O, gracias a un
electron donado por la NADPH. Esta enzima esta formada por el citocromo
b558 que estd compuesto por dos subunidades asociadas a la membrana
celular (p22°"* y gp91P"®), tres subunidades citosdlicas (p47°", p67°"* y
p40P") y la pequefia GTPasa rac1 (Brandes y Kreuzer, 2005).

Otras fuentes de produccion vascular de O, incluyen la eNOS que en
ausencia de suficiente L-arginina o deficiencia del cofactor
tetrahidrobiopterina, actuta como una NADPH oxidasa catalizando la
reduccién del O, (Heinzel y cols., 1992; Rabelink y Luscher., 2006); las
enzimas mitocondriales, citocromo P-450, ciclooxigenasa (COX) vy
lipooxigenasa (Mlnzel y cols., 1999).

La enzima encargada de mantener los niveles fisiolégicos de O," es
la superédxido dismutasa (SOD). El O,” se dismuta en H,O, en un proceso
catalizado por la SOD (Deby y Goutier, 1990). Se han identificado tres
isoformas diferentes de la SOD: la SOD manganeso mitocondrial, la SOD
cobre/cinc citosodlica y la SOD extracelular. Ademas, existen otros enzimas

antioxidantes como la glutation peroxidasa, la catalasa y la tioredoxina
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reductasa (Wassmann y cols., 2004). En presencia de hierro, el H,O, forma
radicales hidroxilo (OH) por la reaccién de Fenton y por accidn de la catalasa.
Por lo tanto, la catalasa indirectamente detoxifica el O,". El OH da lugar a
toxicidad celular (Pryor, 1986) afectando a procesos como la relajacién
vascular (Brandes y cols., 1999).

El NO puede reaccionar con el O,” formando en solucion acuosa
peroxinitrito (ONOQO), que es un potente oxidante que parece estar implicado
en la oxidacion de proteinas y lipidos (Welch y Loscalzo, 1994; Marin y
Rodriguez-Martinez, 1995), de lipoproteinas de baja densidad (White y cols.,
1994) o en fendmenos de toxicidad celular directa (Guzik y cols., 2002). Por
otro lado, la formacion de ONOQO" podria también generar tioles nitrosilados
que se comportarian como donadores enddgenos de NO y podrian inducir
relajacion (Wu vy cols., 1994) e inhibir la agregacién plaquetaria (Moro y cols.,
1994).

La produccién de O, podria interferir en la vasodilatacion de los
vasos sanguineos no soélo por la inactivacién del NO (Gryglewski y cols.,
1986; Touyz, 2004) sino también por alteracion de los niveles de calcio
(Grover y Samson, 1988; Touyz, 2005), por cambios en la expresion génica
(Ito y cols., 1996) o por procesos de hipertrofia vasculares (Murrell y cols.,

1990; Fortuno y cols., 2005).
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3.4 Prostaciclina y otros eicosanoides

Los prostanoides son acidos grasos insaturados cuyo precursor es el
acido araquidonico. Este acido proviene de la hidrdlisis de los fosfolipidos de
membrana por accidn de la fosfolipasa A, y mediante la accién de la COX, se
convierte en el endoperéxido de PG, PGG, (Griswold y Adams, 1996). La
PGG, es convertida en PGH, por una endoperoxidasa, liberando radicales
O," en el proceso (Wang y Walsh, 1995). A partir de PGH, y mediante
enzimas especificos, se producen PG vasodilatadoras como PGl,, PGE, y
PGD, y vasoconstrictoras, como tromboxano A, y PGF,, Existen dos
isoformas de la COX: COX-1 y COX-2. La diferencia mas importante entre
ambas enzimas es que la COX-1 se expresa en general en plaquetas, pero
también en la mucosa gastrica (Peskar, 2005), en el timo (Smith y
Langenbach., 2001), en los rifiones (Khan y cols., 1998) y en arterias
(Heymes y cols., 2000; Briones y cols., 2005a). Se expresa de manera
constitutiva, aunque en el endotelio su expresion puede inducirse por algunos
estimulos como el shear stress y los estrégenos (Okahara y cols., 1998;
Ospina y cols., 2003). En cambio la COX-2, es una enzima inducible sobre
todo, por estimulos inflamatorios y se ha encontrado expresada en las tres
capas vasculares (Hernanz y cols., 2003; Briones y cols., 2005b). No
obstante, aunque no se encuentra de forma constitutiva en la mayoria de los

tejidos, si se expresa constitutivamente en el cerebro. Ademas,
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recientemente se ha descrito una tercera isoforma, la COX-3 que se expresa
sobre todo, en vasos cerebrales (Andresen y cols., 2006). Se ha sugerido que
esta isoforma apareceria en etapas tardias del proceso inflamatorio

(Willoughby y cols., 2000).

3.5 Otros mediadores

Hickey y cols. (1985) mostraron por primera vez la existencia de un
péptido  vasoconstrictor secretado por las células endoteliales.
Posteriormente, se aislé la ET (Yanagisawa y cols., 1988), péptido de 21
aminoacidos que posee la mayor capacidad vasoconstrictora conocida (Vane
y Botting, 1991). Desde entonces, se ha visto que se secreta en distintos
organos. Se han descrito 3 isopéptidos, ET-1, ET-2 y ET-3, siendo la ET-1 el
mas abundante a nivel vascular y el unico secretado por las células
endoteliales actuando de manera tanto paracrina como autocrina sobre las
células adyacentes (Schiffrin, 1998; 2005). Existen dos subtipos de
receptores para la ET, ETp y ETg, que se expresan en el endotelio y en la
musculatura lisa (Arai y cols., 1990; Sakurai y cols., 1990). A nivel vascular, la
ET-1 actua sobre los receptores ETA y ETg que se encuentran en las CMLs
donde induce sus efectos vasoconstrictores, proliferativos e hipertréficos. A

nivel arterial predomina el receptor ET.
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La angiotensina Il (All) se sintetiza por accion de la renina, enzima
proteolitica liberada en el aparato yuxtaglomerular, que actua sobre el
angiotensindégeno dando lugar a angiotensina | (Al), que a su vez se convierte
en All por accion de la enzima conversora de angiotensina. La All produce
vasoconstriccion uniéndose a receptores especificos de la superficie celular.
Existen dos tipos de receptores para la angiotensina, el receptor AT, y el AT,
(De Gasparo y cols., 2000). En la vasculatura, los receptores AT, se
encuentran predominantemente en las CMLs y son los que median la
mayoria de los efectos cardiovasculares conocidos de la angiotensina (Dinh y
cols., 2001). Los receptores AT, se expresan abundantemente en el feto en
desarrollo mientras que en el sistema cardiovascular adulto su proporcion es
baja. Se ha propuesto que la estimulacion de los receptores AT, podria
antagonizar los efectos cardiovasculares mediados por los receptores AT
(Saavedra, 2005). Ademas, en los ultimos afios se ha demostrado que la All
es capaz de inducir una respuesta inflamatoria en la pared vascular
participando en la patogénesis de enfermedades cardiovasculares como la

hipertension arterial (Ruiz-Ortega y cols., 2001; Cheng y cols., 2005).
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4. PATOLOGIAS VASCULARES

Alteraciones en el sistema neurohumoral y mecanico que controlan el
tono de las arterias de resistencia y por tanto, la resistencia periférica,
pueden jugar un papel importante en la patogénesis y la progresion de las
enfermedades cardiovasculares. Como ya hemos comentado anteriormente,
el tono vascular depende de una interrelacion compleja entre las células
endoteliales y las CMLs. Por ello, factores que modulen las respuestas
vasculares dependientes de endotelio, afectaran significativamente Ila
respuesta del tono muscular vascular participando en la génesis y en la
apariciéon de diversas enfermedades cardiovasculares.

Existe cada vez mas evidencia de la existencia de una relacion
directa entre la inflamacion y el riesgo de aparicion de enfermedades
cardiovasculares. Dado que las respuestas inflamatorias estan asociadas a la
liberacion de citoquinas, éstas pueden tener un papel importante en la
agresion vascular que se produce en los procesos inflamatorios (Hopkins,
2003; Allan y Stock, 2004; Chamorro, 2004; Huang y Vita, 2006). Asi, en
varias enfermedades vasculares como la insuficiencia cardiaca congestiva, la
arterioesclerosis, el shock séptico, la diabetes, la hipertension y la isquemia
cerebral se han observado niveles elevados de citoquinas (Vila y Salaices,

2005). Por ello, se ha sugerido que los niveles plasmaticos de algunos
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marcadores de inflamacién como el TNF-a y la IL-1 podrian ser clinicamente
utiles para identificar individuos con alto riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares.

4.1 Endotoxinemia

El shock séptico es una respuesta sistémica a una infeccidén que va
acompafiada por hipotension y por alteraciones en la perfusion (Bridges y
Dukes, 2005). La reaccion normal a una infeccidon implica una serie de
procesos inmunologicos complejos. EI comienzo de una cascada
inmunolégica potente asegura en humanos una respuesta protectora a la
invasion microbiana. En cambio, una respuesta inmunoldgica deficiente
permite que la infeccion se instaure. Sin embargo, una respuesta excesiva o
pobremente regulada debido a una liberacion inadecuada de compuestos
inflamatorios generados enddgenamente, puede dafar al huésped. De
hecho, la sepsis puede ser debida a un exceso en los mecanismos de
defensa del organismo como respuesta a los microorganismos invasores, a
un dano tisular extenso o a un dafio producido por un proceso de isquemia-
reperfusion (Van der Poll y Van Deventer, 1999). Estos mecanismos de
defensa, incluyen la liberacion de citoquinas, la activacion de neutrofilos,
monocitos y células endoteliales, ademas de la activacion de reflejos

neuroendocrinos y de proteinas plasmaticas como el complemento, las vias
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intrinsecas y extrinsecas de la coagulacién y el sistema fibrinolitico. Por lo
tanto, el shock séptico es una respuesta inflamatoria generalizada. De hecho,
todos los sistemas mediadores de la inflamacion se encuentran activados
durante la sepsis y la interaccion de estos sistemas produce dainos
vasculares que dan lugar a isquemia tisular y a multiples disfunciones en
distintos érganos (Tsiotou y Sakorafas, 2004).

En infecciones severas por microorganismos Gram-negativos que
desembocan en shock séptico, se desencadena la liberacion de varias
citoquinas proinflamatorias como la IL-13 por macréfagos, células
endoteliales y CMLs (Lu y Fiscus, 1999). Esta IL juega un papel muy
importante en la respuesta inflamatoria que se produce en el shock séptico,
dando lugar a una disminucion del tono vascular e hipotension por un exceso
en la produccién de NO por activacion de la iINOS (Lu y Fiscus, 1999).
Ademas, esta citoquina produce citotoxicidad, incremento de la permeabilidad
de las células endoteliales, depresion miocardica, cardiomiopatia y
empeoramiento en el flujo microcirculatorio (Marin y Rodriguez-Martinez,
1997; Tsiotou y Sakorafas., 2004). Se ha descrito que en arterias la IL-13
aumenta la produccién de O," (Visner y cols., 1992; Wimalasundera y cols.,
2003) el cual reacciona rapidamente con el NO produciendo ONOO™ (Milstien
y Katusic, 1999), que a su vez, reduce la biodisponibilidad del NO

contribuyendo a la disminucion de la relajacion endotelio-dependiente (Cai y
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Harrison, 2000). Esta citoquina provoca, ademas, un incremento en la
expresion de la COX-2, produciendo un aumento de la sintesis de
prostanoides que modulan el tono vascular (Bishop-Bailey y cols., 1999).
Aunque el shock séptico se asocia generalmente a vasodilatacion,
manifestada por una disminucion de las resistencias periféricas, no todos los
vasos se dilatan. Algunos vasos como las arteriolas permanecen contraidos
lo que da lugar a una mala distribucion del flujo sanguineo (Hinshaw, 1996).
Esta vasoconstriccion y las alteraciones en el flujo parecen ser debidas a la
formacién de mediadores de la inflamacion como el TNF-a y la ET (De

Backer y cols., 2002).

4.2 Isquemia cerebral

La isquemia cerebral es una enfermedad degenerativa aguda que
supone una de las principales causas de mortalidad e incapacidad en los
paises occidentales. La isquemia cerebral se caracteriza por una interrupcion
del flujo sanguineo al cerebro. En humanos, existen basicamente dos tipos
de isquemia cerebral en funcidn del origen de la oclusion arterial: i) isquemia
inducida por una pérdida total del flujo cerebral, como la que se produce en
un paro cardiaco y que se denominan isquemia global y ii) isquemia en la que
por bloqueo de una arteria se produce una disminucién del flujo cerebral local

(Hou y MacManus, 2002). Una interrupcion del flujo sanguineo en una arteria
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cerebral afectara, principalmente, a sus areas de irrigacion directa. Esto es lo
gue se conoce como isquemia focal.

El dafio cerebral que se produce después de una isquemia cerebral
es el resultado de un conjunto de mecanismos altamente complejos que da
lugar a la maduracion del infarto. Dado que el cerebro necesita gran cantidad
de glucosa y de oxigeno, la disminucién del flujo sanguineo produce una
disminucion del aporte de estos compuestos a las neuronas, dando lugar a
necrosis celular y a la formacion del nucleo del infarto. Entre los mecanismos
que participan en el daio cerebral producido por la disminucién del flujo se
encuentran la excitotoxicidad, la formacidn de radicales libres y la acidosis
tisular, a los que le siguen inflamacion y apoptosis (Mergenthaler y cols.,
2004). Rodeando al nucleo del infarto se encuentra un area denominada
penumbra que es una zona de tejido moderadamente isquémico que se
encuentra entre el tejido que recibe una perfusion normal y el tejido danado.
Las células de la zona de penumbra se encuentran irrigadas por arterias
colaterales, por lo que si se restaura el flujo sanguineo permanecen viables
(Heiss y cols., 2004). Por ello, a pesar de que la zona nuclear es
irrecuperable, la zona de penumbra es una diana para el desarrollo de
estrategias terapéuticas.

Como se ha descrito anteriormente, la isquemia cerebral es un

proceso vascular y metabodlico complejo que da lugar a muerte neuronal.
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Existen cada vez mayores pruebas de que la respuesta inflamatoria y, en
consecuencia, las citoquinas producidas (Hopkins, 2003; Allan y Stock, 2004;
Chamorro, 2004), juegan un papel importante en la patogénesis de la lesion
cerebral que sigue a un infarto. En condiciones fisioldgicas, la expresion de
citoquinas como IL-1, IL-6 o TNF-a, es muy baja; sin embargo, después de un
infarto cerebral, estas citoquinas se encuentran sobrexpresadas en el cerebro
y en plasma (Quan y Herkenham, 2002; Chamorro, 2004). En este sentido,
se ha observado que en las primeras horas después de un episodio de
isquemia cerebral, la expresion de IL-13 (Berti y cols., 2002), IL-6 (Ali y cols.,
2000) y TNF-a (Legos y cols., 2002) aumenta, aunque existen discrepancias
en el tiempo en que su expresion empieza a disminuir (Allan y Stock, 2004).
Los incrementos en los niveles de citoquinas plasmaticos observados en
modelos experimentales de isquemia cerebral se confirman en algunos

estudios clinicos (Vila y cols., 2000; Castellanos y cols., 2002).

5. PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LAS ALTERACIONES VASCULARES

Las citoquinas son proteinas solubles o péptidos grandes producidos

por leucocitos o por otros tipos celulares que actuan como comunicadores

quimicos entre células. Entre las citoquinas implicadas en la fase efectora de

la respuesta inflamatoria estan el TNF-q, la IL-1 y la IL-6. Ademas, existen
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citoquinas antiinflamatorias como el TNF-R, la IL-10, la IL-4 y la IL-13. El
TNF-a es una citoquina circulante multifuncional que se produce en las
células endoteliales y en las CMLs asi como en los macrofagos. A su vez, la
IL-1R y la IL-6 poseen un amplio rango de efectos celulares y humorales
relacionados con la inflamacion, la agresion tisular y la defensa del huésped.
Las citoquinas inducen la expresion de genes que codifican proteinas que
sintetizan otros péptidos de la misma familia o diversos mediadores como
prostanoides, leucotrienos, NO, bradiquinina, ET-1 especies reactivas de
oxigeno y factor activador de las plaquetas que pueden afectar a la funcion
vascular. En la Figura 5 se han resumido los mediadores, inducidos por
citoquinas, que podrian participar en los cambios en la reactividad de las
arterias. Ademas, como hemos mencionado anteriormente, también pueden
inducir la expresion de diversos enzimas como la iNOS y la COX-2 (Briones y
cols., 2005b) que liberan mediadores relajadores (PGl,, PGE,, NO) o
contractiles (PGH,, tromboxano A,; TXA;). Las citoquinas pueden también
aumentar la produccion de O,", que disminuira la biodisponibilidad del NO
endotelial y en consecuencia, la relajacion dependiente de endotelio. La
produccién de ONOO" debido al aumento simultaneo de O,” y de NO a partir
de la INOS, puede disminuir la expresion y/o la actividad de la eNOS. La
respuesta vascular parece estar determinada por el equilibrio entre todos

estos factores. Sin embargo, existen diferencias regionales en la liberacion y
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en la respuesta a estos factores que participan en las respuestas dilatadoras
y contractiles que se observan en un determinado lecho vascular (Vila y
Salaices, 2005).

El hecho de que las citoquinas se hayan encontrado elevadas en
muchas patologias cardiovasculares donde también se ha observado
disfuncién endotelial (Huang y Vita, 2006), apoya la relacion entre inflamacion
y enfermedades cardiovasculares. Ademas, como hemos mencionado
anteriormente, las citoquinas producen también disminucidn de respuestas
vasoconstrictoras (O’'Brien y cols., 2001).

Los mecanismos implicados en el empeoramiento de las respuestas
contractiles en shock séptico estan bastante establecidos (Hernanz y cols.,
2003; Hernanz y cols., 2004a) y son dependientes de la produccion de NO,
O," y PGs. Sin embargo, existe menos informacién sobre los mecanismos
que participan en el empeoramiento de las relajaciones endotelio-

dependientes producido por esta citoquina en arterias de resistencia.
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Figura 5. Mecanismos implicados en los efectos de las citoquinas sobre la

reactividad vascular. Las lineas continuas representan efectos estimulantes y

las discontinuas efectos inhibidores. CML, célula muscular lisa; CE, célula

endotelial; XO, xantina oxidasa (adaptado de Vila y Salaices, 2005).
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6. REMODELADO VASCULAR

La pared vascular es capaz de cambiar su estructura a través de un
proceso denominado remodelado que es un proceso adaptativo que se
produce como respuesta a los cambios, a largo término, en las condiciones
hemodinamicas como el desarrollo o el envejecimiento. Ademas, este
proceso de remodelado vascular también puede aparecer en la patofisiologia
de determinadas enfermedades cardiovasculares, como la hipertension y la
diabetes.

A lo largo de la ultima década, se han realizado importantes estudios
en relacion con la estructura de los vasos y los procesos de remodelado que
se producen tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, con un
énfasis especial en los vasos de resistencia (Mulvany y cols., 1996; Intengan
y Schiffrin, 2001; Mulvany, 2002a; Schiffrin, 2004).

El concepto de remodelado vascular se ha definido como un
mecanismo complejo en el que se encuentran involucrados procesos de
crecimiento y atrofia (Mulvany y cols., 1996). En este sentido, el remodelado
puede conllevar un incremento en la cantidad de material del vaso
(remodelado hipertréfico), una reduccién (remodelado hipotréfico) o una
reorganizacion de los distintos componentes de la pared vascular sin cambio

en la cantidad de material (remodelado eutréfico; Mulvany y cols., 1996;
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Mulvany, 2002a). El remodelado ademas, puede ser hacia el interior (inward),
cuando hay una reduccién del diametro interno del vaso, hacia el exterior
(outward) cuando se produce un incremento del diametro o compensado
cuando el diametro interno no se modifica (Figura 6). Se ha sugerido que el
remodelado vascular es una respuesta adaptativa frente a diversos
estimulos, como puede ser el aumento de la presion o la respuesta a
determinados farmacos. En este sentido, Mulvany (2002b) propuso que el
remodelado hipertréfico podria compensar el aumento en el estrés producido
por un incremento de la presion arterial.

Por otro lado, el remodelado vascular se ha asociado también a
cambios en las propiedades mecanicas de la pared vascular. Asi, la
alteracion de la rigidez del vaso, si produce una reduccidn del diametro
interno puede afectar a la resistencia periférica y al flujo sanguineo. Se ha
sugerido que los cambios en la rigidez son fundamentalmente debidos a
alteraciones en el contenido de colageno, en las proteinas no fibrosas de la
MEC, en las moléculas de adhesion (Intengan y Schiffrin, 2000) y mas
recientemente en las fibras elasticas (Briones y cols., 2003). A su vez, la
rigidez de los componentes del vaso, la geometria del mismo y la presion
intraluminal a la que estd expuesto determinaran cambios en la

distensibilidad vascular (Intengan y Schiffrin, 2000).
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Figura 6. Tipos de remodelado vascular (adaptado de Mulvany, 2002a).

6.1 Remodelado vascular y citoquinas

Una de las muchas funciones atribuidas a las citoquinas es su

participacion en el proceso de remodelado (Ono y cols., 1998; Irwin y cols,
1999). En este sentido, se ha asociado la presencia de IL-1R a una

disminucion del procolageno a4, a, y del mRNA del procolageno a4 asi como
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a un aumento de la MMP-13, -2 y -9 (Siwik y cols., 2000). Estos cambios en
las proteinas de la MEC produciran, a su vez, cambios en las propiedades
mecanicas de los vasos que como hemos comentado anteriormente pueden
participar en el remodelado vascular.

Por otro lado, se conoce que el factor estimulante del crecimiento de
macrofagos es un factor quimiotactico para los monocitos que regula las
funciones efectoras de los mismos y de los macréfagos maduros y las
respuestas inflamatorias estimulando la produccién de otras citoquinas,
moléculas de adhesion y factores de crecimiento (Stanley y cols., 1983;
Wang y cols., 1988). En ratones deficientes para el factor estimulante del
crecimiento de macréfagos se produjo una disminucién en el remodelado de
AMRs en presencia de un agente proinflamatorio como la All (De Ciuceis y
cols., 2005). Es por tanto posible, que modulando la participacion de
determinadas citoquinas en las respuestas inflamatorias se puedan regular

los procesos de remodelado vascular.

6.2 Remodelado vascular y tono miogénico en isquemia cerebral

La isquemia-reperfusion provoca cambios en la funcion de las arterias
cerebrales medias (ACMs). Cipolla y cols. (1997) demostraron que 24 h de
reperfusion después de un episodio de isquemia, causaban una disminucion

del tono miogénico y un empeoramiento de la relajacion a ACh en ACMs
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aisladas de ratas Sprague-Dawley (SD). Posteriormente, el mismo grupo
(Cipolla y cols., 2001) demostré que la disrupcion del citoesqueleto de actina
podria ser un mecanismo implicado en el empeoramiento del tono miogénico
producido por la isquemia cerebral en ACM de rata. Asimismo, se ha
sugerido que el aumento de especies reactivas de oxigeno producido durante
este proceso podria participar en dicho efecto (Korthuis y Granger, 1986). En
este sentido, se ha identificado al ONOO™ como uno de los posibles
responsables de la disrupcion del citoesqueleto de actina (Maneen y cols.,
2006).

La isquemia-reperfusion provoca también cambios en la estructura y
mecanica vasculares. Asi, Cipolla y cols. (1997) observaron que la isquemia-
reperfusion producia un aumento del grosor de la pared de las ACMs
comparadas con sus controles sham. Estas alteraciones vasculares inducidas
por la isquemia parecen ser diferentes a nivel cerebral y periférico. Asi, Coats
(2003) demostré que las arterias de resistencia procedentes de la pierna
amputada de pacientes con isquemia critica, presentaban atrofia debido a la
disminucion del grosor de la pared y del area de la seccion transversal.

Se ha observado que las ACMs de ratas isquémicas presentan mayor
o menor rigidez en funcion de la duracion del periodo de oclusion y/o
reperfusion comparado con sus respectivos controles sham (Cipolla y cols.,

1997; Coulson y cols., 2002). Ademas, Coats (2003) encontré que las arterias
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subcutaneas de pierna amputada de pacientes con isquemia critica
presentaban menor rigidez que sus controles.

Aunque existen evidencias de los posibles mecanismos implicados en
el empeoramiento del tono miogénico en arterias cerebrales provenientes de
ratas isquémicas, no se conocen los mecanismos implicados en el
remodelado estructural y en el cambio de las propiedades mecanicas en

estos vasos.
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La isquemia cerebral esta asociada a un aumento de los niveles
circulantes de citoquinas inflamatorias que pueden producir alteraciones
funcionales, estructurales y de las propiedades mecanicas vasculares. El
objetivo general de este trabajo ha sido estudiar las alteraciones
vasculares producidas por procesos inflamatorios como la isquemia cerebral

y analizar los mecanismos implicados en dichas alteraciones.

Objetivos especificos:

1. Estudiar si existen alteraciones en la estructura y en las propiedades
mecanicas y miogenicas de las arterias cerebrales medias de ratas
sometidas a isquemia cerebral focal.

2. Determinar los mecanismos implicados en las posibles alteraciones
observadas, estudiando la estructura tridimensional y la distribucién celular
asi como algunas proteinas de la matriz extracelular de la pared arterial.

3. Analizar si la incubacidén con citoquinas inflamatorias produce
alteraciones en la estructura o en las propiedades mecanicas de arterias
mesentéricas de resistencia.

4. Analizar si la incubacion con citoquinas produce alteraciones en la

respuesta vasodilatadora en arterias mesentéricas de resistencia.

67



Objetivos

5. Determinar los mecanismos implicados en las posibles alteraciones
funcionales observadas tras la incubacién con citoquinas, asi como el papel

del estrés oxidativo en dichas alteraciones.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado ratas Wistar Kyoto (WKY; Janvier, Francia) y SD
(estabulario de la Universidad Autonoma de Barcelona) de 3 y 4 meses de
edad, respectivamente.

Los experimentos realizados con animales sometidos a isquemia
cerebral focal han sido aprobados por el Comité de Etica del “Institut
d'Investigacions Biomeédiques August Pi i Sunyer” (Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Universitat de Barcelona) y los experimentos
realizados con tejidos procedentes de ratas WKY y SD fueron aprobados por
el Comité de Etica de la Universitat Autbnoma de Barcelona, ajustandose a

las directivas de la Comunidad Europea: Real Decreto 223/1988.

2. MODELO DE ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL

Se ha utilizado el método descrito por Cervera y cols. (2004). Las
ratas se anestesiaron (2 min) con una mezcla de halotano (4%) con protoxido
de nitrégeno (70%) y oxigeno (30%). A continuacién, se intubd la traquea
para mantener al animal con respiracion asistida y se canuld la arteria
femoral izquierda para medir la presion arterial. La temperatura corporal,

controlada con una sonda rectal, se mantuvo a 37+0.5 °C, mediante una
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manta eléctrica. La respiracion asistida permite variar el volumen y el ritmo
respiratorio y asi controlar la presién arterial. El catéter situado en la arteria
femoral permite obtener muestras de sangre y medir los valores de pH vy
presion de gases en sangre arterial a lo largo de todo el proceso. Una vez
controlados todos los parametros, se procedio a abrir el campo de cirugia. Se
colocaron retractores que separaron los musculos esternomastoidal,
digastrico y esternoidal. Justo debajo se encuentra el punto de bifurcacién de
la arteria carétida comun en arteria carodtida externa e interna. El primer paso
consistid en electrocoagular y cortar las ramas laterales de las arterias
cardtida externa, tiroidal superior y occipital, para proceder a ligar la arteria
pterigopalatina, de manera que s6lo quedara abierta a la circulacion la arteria
cardtida interna. Por debajo de la mandibula encontramos el punto donde la
arteria carétida externa se bifurca en las arterias maxilar y lingual. Se procede
a electrocoagular y cortar el punto de bifurcacién; el segmento de arteria
carétida externa nos servira de guia para la introduccién del monofilamento
(monofilament de nylon, 4/0 Suturas Aragd) con el extremo redondeado y
engrosado. Con dos clips de microcirugia se pinzan la arteria carétida comun
y la arteria cardtida externa, de manera que podamos trabajar en el segmento
distal de ésta ultimas sin peligro de hemorragia. Se realiza una incision en el
extremo de la arteria carétida externa y se introduce el monofilamento, que

aseguramos con un hilo de sutura ligado alrededor de la arteria carétida
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externa. Se retira el clip de la arteria carétida externa y se hace resbalar el
filamento de nylon unos 22 mm, de manera que la parte mas gruesa de éste
quede justo en el lugar donde nace la ACM (Figura 7). Transcurridos 90 min,
en los animales isquémicos, y menos de 1 minuto, en los animales control
(sham), se retira el clip de la arteria cardétida comun y se deja que la rata se

recupere de la anestesia, hasta el momento de su sacrificio, 24 h después.

ACI

Maxilar Lingual

Pterigopalatina

Tiroidal
superior

Figura 7. Diagrama representativo de las distintas arterias cerebrales antes
(A) y durante (B) la oclusion. ACC, arteria cardtida comun; ACE, arteria

carotida externa; ACI, arteria carétida interna.

73



Material y Métodos

3. PREPARACION DEL TEJIDO

Las ratas se sacrificaron por decapitacion en ausencia, ratas SD, o en
presencia, ratas WKY sometidas a un episodio de isquemia-reperfusion, de
anestesia. Se desangraron y se extrajo el lecho mesentérico de las ratas SD
o el cerebro de las ratas WKY manteniéndose a 4 °C en solucion de Krebs-
Henseleit (KH) oxigenada (95% O,, 5% CO,; pH 7). Posteriormente, se
procedid a la diseccién de las dos ACM y de la 22 y 3% rama de la arteria
mesentérica superior. La disposicion anatdmica de las arterias situadas en la
base del cerebro y en el lecho mesentérico esta esquematizada en la Figura
8. Las ACMs, tanto del lado ipsilateral (lado en el que se produce la oclusion
de la ACM), como del lado contralateral (lado opuesto al que se produce la
oclusion de la ACM), fueron cuidadosamente disecadas y mantenidas en
solucion de KH oxigenado (95% O,, 5% CO,) a 4 °C hasta el momento de su
utilizacion. La 22 y 3% rama de la arteria mesentérica superior fueron aisladas,
limpiadas de tejido adiposo y separadas de la vena que les acompafa
siempre mantenidas en una soluciéon de KH oxigenada (95% O,y 5% CO.,, 4

°C).
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4. EVALUACION DEL VOLUMEN DE INFARTO

Secciones transversales (2 mm) del cerebro de ratas sometidas a
isquemia-cerebral y de ratas sham se tifieron durante 10 min con cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC; 2%; 37 °C) y se fijaron con paraformaldehido
(PFA, 4%) durante 24 h. Las areas infartadas se midieron para cada seccion
(mm?) con un sistema de analisis de imagen (Image Research) y las areas se

integraron para obtener el volumen de infarto (mm?).
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Arteria comunicante
anterior

Arteria cerebral
Arteria recurrente

Arteria olfatoria
anterior

Arteria oftalmica

Arteria cerebral__~"
media
Arteria carétida
interna
Arteria comunicante
posterior

Arteria coroidal
anterior

Arteria cerebral
posterior

Arteria cerebelar———————~
superior

N

Arteria cerebelar

Arteria basilar
inferior anterior\\

Arteria vertebral

Humanos Rata
B

32rama

2 arama

Arteria mesentérica
superior

Figura 8. Distribucién anatdmica de la circulacion cerebral (adaptado de Lee,
1995; A) y mesentérica (B).
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5. CULTIVO TISULAR

En los experimentos de miografia de presion, de produccion de O,y
de inmunofluorescencia se utilizaron segmentos de la 32 rama (arterias
mesentéricas de resistencia; AMRs) de la arteria mesentérica superior. Para
los experimentos de Western Blot y para medir la produccion de nitritos se
utilizaron segmentos de la 22 y 3% ramas de la arteria mesentérica. En ambos
casos, los segmentos arteriales se lavaron tres veces con tampon fosfato
(PBS) suplementado con penicilina (1000 U/ml) y estreptomicina (1 mg/ml;
Pen-Estrep). Las arterias se estabilizaron durante una hora en medio de
cultivo suplementado con Pen-Estrep (200 mM) y suero fetal bovino (1%).
Posteriormente, el medio fue reemplazado por medio de cultivo en presencia
o ausencia de IL-1B (10 ng/ml) y las arterias se mantuvieron en incubacion
durante 14 h a 37 °C en atmosfera de CO, (5%). En algunos experimentos, al
medio de incubacion se le afadio un inhibidor de la xantina oxidasa, 4-
hidroxipirazolo[3,4-d]pirimidina (alopurinol; 1 mM), un inhibidor de la NADPH
oxidasa, 4-hidroxi-3-metoxiacetofenén (apocinina; 0.3 mM), un inhibidor
especifico de la INOS, N-3-aminometilbencilacetamidina (1400W; 1 uM) o un
inhibidor inespecifico de la NOS, N”-nitro-_ -arginina metil ester (L-NAME; 100

MM). El protocolo utilizado en este experimento se resume en la Figura 9.

77



Material y Métodos

Después de las 14 h de incubacion, las arterias se trasladaron a una
solucion de KH oxigenado a 4 °C durante una hora y el medio de cultivo se
utilizé para la determinacion de nitritos. A continuacion, la 22 y 3 ramas se
pesaron, se congelaron en nitrégeno liquido y se conservaron a -70 °C hasta
el dia del experimento de Western Blot. Por otro lado, las AMRs se montaron
en un miégrafo de perfusion en el que se realizd el protocolo descrito mas
adelante (seccion 6.2). Una vez finalizados los experimentos en el midgrafo
de perfusion, un grupo de arterias se fijé a una presion intraluminal de 70 mm
de Hg durante 1 hora en PFA (4%; pH=7.4). Las arterias se lavaron con PBS
(3 veces; 10 min), se mantuvieron durante toda la noche en una solucion de
sacarosa (30%) en PBS y a continuacion, se congelaron y se guardaron a -70
°C hasta el dia del experimento de inmunofluorescencia (protocolo de
conservacion, Figura 9). Un segundo grupo de arterias, utilizado para la
determinacion de O,7, se sometieron al mismo proceso de conservacion
descrito anteriormente pero sin fijacion previa (Figura 9).

Este modelo de cultivo tisular se eligidé para evitar las alteraciones
fenotipicas de las CMLs que pueden aparecer en cultivo celular y para
preservar las interacciones célula-célula y célula-matriz que se producen in
vivo. Los vasos se incubaron en condiciones de cultivo estériles para estudiar
el efecto de la IL-1R en la reactividad vascular sin la interferencia de otras

endotoxinas contaminantes.

78



Material y Métodos

Incubacién en medio de cultivo,

14 h, 37 °C, 5% CO,,
con o sin IL-13, con o sin farmacos

l

A 4°C en KH
oxigenado
(95% O2y 5% CO2 ), 1h

|
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Protocolo de
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a-70°C
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anion superoxido

Fijaciéon a 70 mm Hg
en PFA 4%, 1h
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Incubacién en medio de cultivo,
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con o sin IL-113

AN

A4°CenKH
oxigenado
(95% O2y 5% CO2 ), 1h

l
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Determinacion
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Figura 9. Representacion esquematica de los protocolos y las técnicas

utilizadas en los experimentos de arterias mesentéricas cultivadas.

79



Material y Métodos

6. MIOGRAFIA DE PERFUSION

6.1 Caracteristicas generales

Para el estudio de la reactividad vascular y de las propiedades
estructurales, mecanicas y miogénicas se utilizé el método descrito por Coats
y Hillier (1999). Para ello, las arterias sumergidas en una solucion de KH se
montaron entre dos microcanulas de vidrio en un bafo de perfusion para
vasos pequefios acoplado a un miégrafo de perfusion (Danish Myo Tech,
modelo P100; J. P. Trading I/S, Aarhus, Dinamarca; Figura 10). Después de
comprobar que todas las ramas arteriales laterales estuvieran atadas, las
paredes del vaso se ajustaron hasta que estuvieron paralelas.
Posteriormente, se aumentod la presion intraluminal hasta 140 mm Hg vy la
pared vascular se volvié a ajustar en paralelo. A continuacion, se disminuyo
la presion intraluminal a 70 mm Hg y se estabilizé la preparacién durante 30
min a 37 °C, antes de realizar los experimentos.

El sistema de miografia de perfusion permite medir los cambios en el
diametro externo e interno del vaso en condiciones que se asemejan a las

condiciones fisioldgicas.
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Figura 10. Componentes del miégrafo de presidon (arriba izquierda) y del
bafio de perfusion (arriba derecha). Arteria cerebral presurizada en un bafio

de perfusién (abajo).

6.2 Estudios estructurales, mecanicos y de tono miogénico
El protocolo experimental seguido en estos experimentos se

esquematiza en la Figura 11 y se resume a continuacion.
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Montaje del segmento arterial en el midégrafo de perfusion

Estabilizacién a 70 mm Hg, 30 min, 37 °C, en KH-2.5 mM Ca®*

|

Medida de los diametros externo e interno a presiones crecientes
(10-120 mm Hg; 3 min), en KH-2.5 mM Ca*

|

Lavados con KH-0 Ca?*

|

Estabilizacién a 70 mm Hg, 30 min, 37 °C, en KH-0 ca*

|

Medida de los diametros externo e interno a presiones crecientes
(10-120 mm Hg; 3 min), en KH-0 Ca**

|

Fijacion a 70 mm Hg con PFA (4%), 1 h

|

Conservacion del tejido a 4 °C en PFA (4%)

Figura 11. Protocolo experimental utilizado en los experimentos de

estructura, mecanica y tono miogénico.
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Se tomaron medidas del diametro externo e interno a presiones
intraluminales crecientes en una solucion de KH (2.5 mM Ca*). A
continuacién, se lavo la preparacion con una soluciéon de KH que carecia de
Ca?* (KH-0 Ca®") para obtener una relajacion maxima. La arteria se mantuvo
durante 30 min a 70 mm Hg de presién intraluminal en la solucion de KH-0
Ca?*. Posteriormente, se realizd una segunda curva a presiones
intraluminales crecientes en KH-0 Ca*. Finalmente, las arterias se fijaron con
PFA (4%; 1h) a 70 mm Hg de presion intraluminal y se almacenaron en PFA
(4 °C) hasta el dia de su utilizacidn para los diversos experimentos. El estudio
de los cambios de didmetro en condiciones activas (KH-2.5 mM Ca*) ofrece
datos sobre la capacidad funcional del segmento arterial; en condiciones
pasivas (KH-0 Ca**), permite el estudio de la estructura general y de las
caracteristicas mecanicas pasivas de la arteria, debido a que no se produce
contraccion de las fibras musculares por ausencia de Ca?*. La relacién entre

las condiciones activas y pasivas determina el tono intrinseco del vaso.

6.2.1 Parametros estructurales

Los parametros estructurales se han calculado con los datos
obtenidos en condiciones pasivas mediante las siguientes ecuaciones:

e Grosor de la pared: (Degca - Dioca) / 2

e Relacion pared:luz: (Deoca - Dioca) / 2Dioca
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e Area de la seccion transversal (AST): («/4) X (Deoca” - Dioca’)

Donde Deoca Y Dioca sOn el diametro externo e interno a cada presion

en una solucion de KH-0 Ca?*.

6.2.2 Parametros mecanicos

Las caracteristicas mecanicas vasculares estan determinadas por los
componentes pasivos, principalmente colageno y elastina. También
contribuyen de manera desconocida otros componentes no fibrosos de la
MEC como los proteoglicanos, las células endoteliales, los fibroblastos y las
terminaciones nerviosas de la adventicia.

Estos parametros se han determinado en condiciones pasivas segun
el método de Baumbach y Heistad (1989).

e Estrés circunferencial de la pared (c): Es la fuerza por unidad de
area ejercida por la pared en sentido opuesto a la fuerza ejercida por la
presion arterial (Dobrin, 1978). Se expresa en (N/m?, dinas/cm?).

o = (P X Djpca) / (2 x Grosor de la pared)

Donde P es la presion intraluminal (1 mm Hg = 1.334 x 102 N/m?).

e Tension (g): Es el incremento fraccional en el diametro de un vaso

cuando se somete a una presion intraluminal.

EgE= (DiOCa = DOOCa) / DOOCa
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Donde Dgoc, €s el diametro a 10 mm Hg y Digca €s el diametro interno
a las distintas presiones.

e Relacion Estrés-Tension: La relacion estrés-tension es el modulo
elastico de Young (E).
E=o0l¢

Esta relacion proporciona una medida de la rigidez intrinseca de un
tejido independientemente de la geometria (Dobrin, 1978).

La relacién estrés-tension (o/e) no es lineal por lo que es mas
apropiado calcular el médulo elastico tangencial o incremental (E;..) a través
de la pendiente de la curva estrés-tension (E;..=do/de; Dobrin, 1978). Para
determinar la rigidez intrinseca de un tejido, el E;,. se calcula aproximando los
datos de la relacién estrés-tension de cada animal a una curva exponencial
usando la ecuacion:

Gorig €XP (f3€)

Donde o €s el estrés en el diametro inicial (diametro a 10 mm Hg).
Realizando la derivada de dicha ecuacién se obtiene E;,. = Rc. Para un valor
determinado de o, 3 es directamente proporcional a E;,.. Un incremento en 3
implica un incremento en E;,, que significa un incremento en la rigidez
intrinseca.

La relacion estrés-tension en arterias es una curva exponencial. Esta

caracteristica se debe a la distinta participacion de la elastina y el colageno
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en la mecanica del vaso. La primera parte de la curva representa el
comportamiento de la elastina, ya que ésta proteina empieza a estirarse a
presiones intraluminales bajas. La elevada distensibilidad de la elastina
determina que cambios pequefios de presion (estrés) produzcan grandes
cambios de diametro (tensidén). La segunda parte de la curva, con mayor
pendiente, refleja el comportamiento de la elastina ya estirada y del colageno,
el cual al ser mucho mas rigido, no permite grandes cambios en las
dimensiones del vaso, aunque el aumento de presién sea grande (Dobrin,

1978).

6.2.3 Parametros miogénicos

Las propiedades activas de un vaso estan determinadas por el nivel
de activacion y por la cantidad, el tamafo y la organizacion de las CMLs.
Se han determinado los siguientes parametros:

e Diametro normalizado: Es la relacion entre el diametro en
condiciones activas y el diametro en condiciones pasivas a una
determinada presion intravascular. Este parametro determina el tono
miogénico o capacidad del vaso de contraerse ofreciendo resistencia al
aumento de diametro producido por el incremento de presidn
intraluminal. Se calcula segun la siguiente ecuacion:

100x Dica / Dioca
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Donde Dic, es el diametro interno a cada presion en una solucién de

KH-2.5 mM Ca?",

6.2.4 Estudios de reactividad

Para los estudios funcionales se utilizaron segmentos de AMR de
aproximadamente 2 mm de longitud procedentes de ratas SD como se ha
descrito previamente. Asi, se utilizaron arterias recién extraidas del lecho
mesentérico del animal (Frescas) y arterias incubadas en medio de cultivo
durante 14 h en ausencia (Control) y en presencia de IL-1. Estos segmentos
se montaron en un miégrafo de presidbn para vasos pequefios y se
estabilizaron a 70 mm Hg durante 30 min a 37 °C en una solucion de KH
oxigenado. Transcurrido el periodo de estabilizacion, la contractilidad de las
arterias se comprobd mediante exposicion de las mismas a una solucion de
elevada concentracion de K* (KCI, 100 mM). Después del periodo de lavado,
los segmentos se estabilizaron durante 45 min antes de la realizacion de los
siguientes protocolos experimentales.

En una primera serie de experimentos, se realizaron curvas
concentracién-respuesta de relajacién consecutivas a ACh (1 nM-10 uM) y a
nitroprusiato sodico (NPS; 0.01 nM-1 mM) en las arterias precontraidas con

fenilefrina (FE; 2 uM) procedentes de los tres grupos experimentales.
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Para comprobar la participacion del O, en el efecto inducido por IL-
13 sobre la respuesta relajadora a ACh o a NPS, algunos segmentos se
incubaron con el barredor de O,", SOD (150 U/ml; 30 min) o con su analogo
permeable, polietilenglicol SOD (PEG-SOD; 200 U/ml; 2 h).

Para comprobar el origen enzimatico del O,", algunas arterias
controles e incubadas con IL-13 fueron coincubadas durante toda la noche y
durante el desarrollo del experimento con alopurinol (1 mM) o con apocinina
(0.3 mM). Ademas, para comprobar la participaciéon del NO en la respuesta
relajadora a ACh, algunos segmentos fueron incubados con L-NAME (100
pMM) o con 1400W (1 pM).

Finalmente, en otro grupo de experimentos se realizaron curvas
concentracidn-respuesta consecutivas al analogo del GMPc, 8-
bromoguanosina 3’ 5’-monofosfato ciclico (8-BrGMPc; 10 nM-1 mM) y a

papaverina (0.1 uM — 0.1 mM), en arterias precontraidas con FE (2 uM).

7. DETERMINACION DE LA EXPRESION ENZIMATICA

7.1 Western Blot
La 22 y 3% rama de la arteria mesentérica superior se homogeneizaron
en una solucién tampodn (99 °C) con inhibidores de proteasas y se determiné

la cantidad de proteinas presentes por el método de Lowry y cols. (1951)
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modificado. En un sistema de electroforesis (Mini-Protean Il, Electrophoresis
Cell; BioRad, Hercules, CA, EUA) se polimerizaron dos geles de SDS-
poliacrilamida: Gel 1 o separador y Gel 2 o concentrador. Se cargaron 25 ug
de proteina en el gel concentrador y a continuacion, las proteinas del gel se
sometieron a electroforesis durante 2 h a una intensidad constante de 115 V
(Power Pac 200; BioRad) en una solucion de electroforesis. Junto con las
muestras, se cargaron en el gel marcadores de peso molecular de amplio
rango (BioRad) pretefidos. Las proteinas separadas se transfirieron a una
membrana de polivinil difluoruro (PVDF Transfer membrane, Hybond P; GE
Healthcare, Buckinghamshire, RU) durante 19-20 h (230 mA).

Después de la transferencia, la membrana se incub6 a temperatura
ambiente con una solucion bloqueante, para evitar la adsorcidon no especifica
de reactivos no inmunoldgicos. A continuacién, la membrana se incub6 (1h,
temperatura ambiente) con el anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-
INOS o anti-eNOS (1:10000 y 1:2500, respectivamente; BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA) o con los anticuerpos primarios policlonales de conejo anti-
GCs (1:1000; Alexis Biochemicals, Nottingham, RU) o anti-xantina oxidasa
(1:200; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA). El exceso de
anticuerpo primario se lavdé con una solucion de lavado y se incubd con el
anticuerpo secundario (1h; temperatura ambiente) IgG anti-ratén o anti-

conejo conjugado con peroxidasa de rabano (1:2000; BD Biosciences).
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Después de varios lavados, los inmunocomplejos se detectaron mediante una
reaccion de quimioluminiscencia de peroxidasa de rabano/luminol aumentada
(ECL Plus; GE Healthcare). Las membranas se pusieron en contacto con una
pelicula fotografica (Hyperfiim ECL; GE Healthcare) en la que quedaron
impregnadas las bandas para su posterior revelado. Estas bandas se
cuantificaron por analisis densitométrico usando el software BioRad GS700 y
Molecular Analyst 1.5 (BioRad). La misma membrana se us6 para determinar
la expresiéon de R-actina (1:15000; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA)
utilizando un anticuerpo monoclonal de raton anti- 3-actina. El control de -
actina se utilizé6 para corregir la expresion de las proteinas determinadas.
Como control positivo de la iINOS se utilizaron macrofagos estimulados de

rata.

7.2 Inmunofluorescencia

Secciones transversales (14 um) de la AMR se obtuvieron con un
criostato y se colocaron en un portaobjetos gelatinado. Después de 60 min de
secado se bloquearon con PBS que contenia 5% de albumina sérica bovina.
Las secciones se incubaron con un anticuerpo primario monoclonal de raton
anti-iNOS (1:100) o anti-xantina oxidasa (1:1000; Lab Vision, Fremont, CA,
EUA) o un anticuerpo primario policlonal de cabra anti-subunidad p22P"°* de

NADPH oxidasa (1:100, Santa Cruz Biotechnology) en PBS que contenia 2%
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de albumina sérica bovina, durante una hora a 37 °C en una camara humeda.
Después de los lavados, las secciones se incubaron con el anticuerpo
secundario (1h, 37°C) IgG anti-ratén o anti-cabra conjugado con Cy™3
(1:200; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, EUA)
en una camara humeda. Después de los lavados, las sefales
inmunofluorescentes se visualizaron en un microscopio laser confocal (Leica
TCS 4D, Wetzlar, Alemania) con lentes de inmersion en aceite (40X; Leica).
El anticuerpo conjugado con Cy™3 se visualizd por excitacion a A= 568 nm 'y
emision a A= 600-700 nm. La autofluorescencia de la elastina de la LEI se
observé por excitacion a A= 488 nm y emision a A= 560 nm.

La especificidad de la sefal se evalué por omisién del anticuerpo
primario y se procesdé como indicamos anteriormente. En estas condiciones,

no se observd tincion en la pared vascular en ninguna de las situaciones

experimentales.

8. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO

Para evaluar la produccion in situ de O, en muestras de AMR y ACM

se utilizé la oxidacion de la sonda fluorescente hidroetidina (HE) siguiendo la

técnica descrita previamente (Miller y cols., 1998). La HE es un agente

permeable a las membranas celulares que en presencia de O,” se oxida para
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dar bromuro de etidio, que a su vez se intercala en el ADN; el bromuro de
etidio es excitado a A= 546 nm y tiene un espectro de emisién a A= 610 nm.

Secciones transversales de 14 ym de grosor de AMR y ACM no
fiiadas y previamente congeladas como se ha descrito en la seccion 5, se
incubaron en una solucién de KH-HEPES (30 min; 37 °C; pH 7.4). A
continuacién, dichas secciones se incubaron con HE (2 uyM) en ausencia o en
presencia de PEG-SOD (500 U/ml; 30 min) en una camara humeda a 37 °C y
en un ambiente protegido de la luz. Secciones transversales de arterias
coincubadas con alopurinol (1 mM) o apocinina (0.3 mM) se procesaron de la
misma manera. La visualizacion se realizé mediante microscopia confocal de
fluorescencia usando los mismos parametros de adquisicion de la imagen en
todas las condiciones experimentales.

Para la cuantificacion de la sefial fluorescente se calcul6 la densidad

Optica integrada de cuatro areas por seccion.

9. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE NITRITOS

La segunda y tercera rama de la arteria mesentérica superior se
incubaron a 37 °C en medio de cultivo durante 14 h en ausencia (Control) y
en presencia de IL-13 como se ha descrito anteriormente (seccién 5). La

determinacion de nitritos se realizé en dicho medio de cultivo. El ensayo se
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basa en la deteccidn colorimétrica de nitritos como un producto rojo de la
reaccion de Griess que absorbe luz visible a 540 nm (Green y cols, 1982). La
concentraciéon de nitritos se determind interpolando en una curva de
calibracibn de concentraciones conocidas de nitrito sédico frente a
absorbancia. La concentraciéon de nitritos se corrigid por el peso de las

arterias.

10. MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

Para el estudio de la estructura general de la pared vascular y de la
distribucién celular se utilizé un microscopio confocal Leica acoplado a un
microscopio invertido con fuentes de laser argén y helio-neén (Figura 12).
Este microscopio confocal es un microscopio espectral que permite
seleccionar la longitud de onda de emision.

El microscopio confocal tiene la ventaja de proporcionar secciones de
la arteria sin necesidad de realizar cortes histologicos. De cada seccion
Optica, se captura una imagen de gran nitidez puesto que cada seccion
recoge la luz emitida sélo por el plano enfocado sin interferencia de la luz

procedente de planos adyacentes (Figura 13).
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Figura 12. Microscopio confocal Leica modelo TCS SP2.

Las ACMs presurizadas y fijadas, se montaron intactas con

FluoroGuard™

(glicerol: antidecolorante) en un portaobjetos con un pocillo de
silicona. Se utiliz6 un objetivo de inmersion en aceite de 63X y apertura

numérica 1,3.
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Figura 13. Esquema de la obtencion de secciones Opticas con un
microscopio confocal de fluorescencia de una arteria tefiida con un colorante
nuclear (adaptado de Arribas y cols., 1997b). CA, células adventicias; CML,

células musculares lisas; CE, células endoteliales.

El conjunto de imagenes capturado en el eje z mediante el
microscopio confocal, se procesé con un programa de analisis de imagen
(Metamorph; Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) que
permite obtener una proyeccion bidimensional del tejido objeto de estudio.

Esta proyeccién, rotada en el espacio, permite la visualizacion tridimensional
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de la arteria. Asimismo, el programa permite cuantificar la intensidad de

fluorescencia.

10.1 Estudio de la estructura general y de la distribuciéon celular de la
arteria cerebral media

Las diferentes capas de los vasos pequefios tefiidos con colorantes
nucleares pueden ser claramente distinguidas por microscopia confocal
teniendo en cuenta la forma y la orientacion de los nucleos celulares
(McGrath y cols., 1995). Dichos colorantes poseen la ventaja de mostrar las
células como objetos individuales, lo que permite obtener informacién del
numero de células en cada capa y del area de los nucleos celulares.

Para este estudio se utilizaron arterias fijadas con PFA (4%) a una
presién intraluminal de 70 mm Hg en condiciones pasivas. Los segmentos se
incubaron (10 min) en la oscuridad con el colorante nuclear Hoechst 33342
(10 uM; Aeye= 345 nm; A= 460 nm) y se montaron para su visualizacion
mediante microscopia confocal (Arribas y cols, 1999; Briones y cols., 2006).

Se captaron imagenes seriadas en el eje z de las distintas capas de
la pared vascular (adventicia, media e intima) con un objetivo de 63X y zoom
1X con una distancia entre planos de 0.5 pm.

Para la medida del grosor de las distintas capas se tomé como
primera imagen de cada una de las capas, aquella en la que aparece el

primer nucleo de una célula en su maxima intensidad de fluorescencia. De
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manera similar se determind la imagen en la que aparecia la ultima célula de
cada capa (Arribas y cols., 1997b). Para poder comparar los vasos, los
diferentes calculos se realizaron en base a segmentos de 1 mm de longitud.
De cada conjunto de imagenes, se analizaron los siguientes
parametros:
e Volumen de la pared: AST de la pared x 1 mm
e Volumen de cada capa: AST de cada capa x 1 mm
e Area de la superficie luminal: (2 T x didmetro interno)/2
e Niumero de células de cada capa por mm de longitud del vaso: Se
determiné contando el numero de nucleos que aparecen en las
imagenes seriadas correspondientes a cada capa y calculado por mm de
longitud. El nUmero de células endoteliales se calculé respecto al area
de la superficie luminal de un vaso de 1 mm de longitud (numero de

células endoteliales/mm?de imagen) x (area de la superficie luminal).

10.2 Estudio de la distribucion de la elastina de la lamina elastica interna

Para el estudio de la distribucion y organizacion tridimensional de la
elastina de la LEIl en la pared de la ACM se utilizaron segmentos arteriales
fijados en PFA (4%) a una presion intraluminal de 70 mm Hg en condiciones

pasivas.

97



Material y Métodos

La obtencion de imagenes de elastina en el microscopio confocal se

basa en las propiedades autofluorescentes de la misma. Esta proteina se

excita a A= 488 nm y emite fluorescencia a A= 500-560 nm (Wong y Langille,

1996; Briones y cols, 2003). Se tomaron imagenes seriadas de la LEl en el

eje z con un objetivo de 63X y zoom 3 con una distancia entre planos de 0.4

um.

A partir de la proyeccion media en el eje z de los planos

correspondientes a la LEI (Figura 14), se han obtenido los siguientes

parametros:

98

Grosor de la LEI (pm)

Numero de fenestras por mm de longitud de la LEI

Area de las fenestras (pm?)

Intensidad de elastina por pixel: Este parametro estima la
concentracion de elastina, basandose en el principio de que la
fluorescencia emitida por la elastina es directamente proporcional a su
concentracion (Blomfield y Farrar, 1969). Para esta cuantificacion, en
cada arteria se realizé el promedio de las fluorescencias obtenidas en
distintas regiones de la proyeccion de la LEI.

Cantidad total de elastina (fluorescencia total): Es el volumen
ocupado por la elastina en 1 mm de vaso por la intensidad de

fluorescencia media por pixel.
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Figura 14. Imagen representativa de la proyeccion media tridimensional de la
lamina elastica interna de arteria cerebral media presurizada de ratas WKY.
Las imagenes se obtuvieron con un microscopio laser confocal (objetivo: 63X;
zoom: 3X). Las flechas sefalan fenestras y los circulos el area ocupada por

la elastina. Dimensiones de la imagen 79 x 79 pym.

11. DETERMINACION DE COLAGENO Y DE ELASTINA MEDIANTE ROJO
SIRIO Y VERHOFF VAN GIESON

Secciones transversales (14 um) de ACMs se obtuvieron con un
criostato y se colocaron en un portaobjetos gelatinado. Después de 60 min de
secado, se lavaron con agua y se realizaron las distintas tinciones para el

estudio del colageno o de la elastina.
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11.1 Tincién de colageno

La tincion de colageno se realizé segun el método descrito por |zzard
y cols (2003). Las arterias se incubaron 30 min con rojo sirio (0.1%) en
soluciéon acuosa saturada de acido picrico. Una vez montadas, las
preparaciones se visualizaron en un microscopio de luz polarizada circular

(100X) acoplado a una camara digital.

11.2 Tincién de elastina

La tincidon de elastina se realizé segun el método descrito por Bancroft
y Stevens (1982). Las arterias se tifieron durante 10 min con tincién elastica
(Kit Accustain®; Sigma-Aldrich). Después de aclarar con agua destilada se
realizd la diferenciacion con cloruro férrico. Tras comprobar en el microscopio
que la diferenciacion era correcta, los cortes se lavaron con alcohol (95%) y
con agua desionizada, para posteriormente, tefir durante 3 min con la tincién
de Van Gieson. Después de un lavado con alcohol (95%), se procedio al
montaje y visualizacion de la arteria en un microscopio Optico (100X)

acoplado a una camara digital.
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12. SOLUCIONES

12.1 Fisiolégicas
Las soluciones descritas en este apartado se expresan todas en
concentracion mM.

Solucién de KH (2.5 mM Ca*): NaCl 112.0, KCI 4.7, CaCl, 2.5,

KH,PO4 1.1, MgS0O4 1.2, NaHCO3 25.0, Glucosa 11.1.

Solucion de KH 100 mM de KCI: solucion de KH en la que el NaCl fue

reemplazado por KCI en proporcién equimolar.

Solucién KH en ausencia de Ca** (0 Ca*"): solucién de KH en la que

se omite el CaCl, y se le afiade EGTA 10.

Solucion KH-HEPES: NaCl 130, KCI 5.6, CaCl, 2, MgCl, 0.24,

HEPES 8.3, glucosa 11.

Solucion de PBS (pH=7.4): Na,HPO, -2H,0 50, NaCl 136.9.

12.2 Western Blot

Solucién para homogeneizar: vanadato soédico 1 mM, lauril sulfato

sodico (SDS) 1%, tris (pH=7.4) 10 mM.

Gel 1 o separador: tris (pH=8.8) 4.6%, SDS 0.1%, acrilamida 7.5%,

glicerol 3.4%, persulfato aménico (APS) 0.038%, temed 0.033%.

Gel 2 o concentrador: tris (pH=6.8) 1.49%, SDS 0.1%, acrilamida 3%,

APS 0.98%, temed 0.053%.
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Solucidn de electroforesis: tris 25 mM, glicina 200 mM, SDS 1%.

Solucion de transferencia: tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%,

SDS 0.05%.

Solucion de lavado: NaCl 0.5 M, tris (pH=7.5) 20 mM, tween 20 0.1%.

Solucion bloqueante: solucion de lavados (NaCl 100 mM, tris pH=7.5

10 mM, tween 20 0.1%), leche desnatada en polvo 5%.

12.3 Determinacion de nitritos
El reactivo de Griess esta formado por dos soluciones:
Solucion A: 4cido fosférico 8%, sulfanilamida 4.5%.
Solucion B: dihidroclorato N-(1-Naftil)-etilendiamina 0.45%.

Nitrito sodico 100 mM.

12.4 Paraformaldehido
Solucion A: paraformaldehdo 8%.
SoluciénB:  solucion  fosfato (pH=7.4) 100 mM

monosaodico-1H,0 0.24%, fosfato acido disédico-12H,0 0.97%).
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13. FARMACOS Y REACTIVOS

4-hidroxi-3-metoxiacetofenon (apocinina), 4-hidroxipirazolo[3,4-
d]pirimidina (alopurinol), 8-bromoguanosina 3’, 5-monofosfato ciclico (8-
BrGMPc), acido 4-(2-Hidroxietil)-piperacin-1-etano-sulfonico (HEPES),
clorhidrato de acetilcolina, clorhidrato de fenilefrina, clorhidrato de
papaverina, cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), etilén glicol-bis(2-
aminoetileter)-N, N, N’, N’-acido tetraacético (EGTA), N-3-aminometilbencil-
acetamidina (1400W), N®-nitro-_-arginina metil éster (L-NAME), nitroprusiato
sodico, persulfato de amonio (APS), polietilén glicol-superdxido dismutasa,
rojo sirio 3FB, superdxido dismutasa, temed y vanadato soédico fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA);
Interleuquina-113 de Roche Diagnostics (Barcelona, Espafa); 2’-(4-etoxifenil)-
5-(4-metil-1-piperacinil)-2, 5’-bi-1H-benzimidazol (Hoechst) y la hidroetidina
de Molecular Probes (Invitrogen, Eugene, OR, EUA); acrilamida,
FluoroGuard™ y tween 20 de BioRad (Hercules, CA, EUA); lauril sulfato
sédico (SDS) y tris de USB Corporation (Staufen, Alemania); dihidroclorato N-
(1-Naftil)-etilendiamina y sulfanilamida de Merck (Darmstadt, Alemania); y

ECL de GE Healthcare (Buckinghamshire, RU).
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Todos los farmacos utilizados en este estudio se disolvieron en agua
bidestilada excepto SOD y PEG-SOD disueltos en KH-2.5 mM y alopurinol en
NaOH (1 M).

Todos los productos quimicos empleados fueron de pureza adecuada

para analisis suministrados por Merck y Panreac.

14. EXPRESION DE LOS DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

La relajacion producida por los agonistas se expresé como porcentaje
de incremento en el diametro interno en arterias precontraidas con fenilefrina

y se calculd con la siguiente expresion:

% Relajacion = (LD4-LD,) / (LD3-LD,) x 100

Donde LD, es el diametro interno para una determinada
concentracién de agonista, LD, es el diametro interno en ausencia de
agonista y LDj el diametro interno previo a la contraccion con FE.

La expresion proteica se formulé como la relacion entre las sefales
en el inmunoblot correspondiente a las distintas proteinas analizadas (eNOS,

INOS, xantina oxidasa y GCs) y la de R-actina.
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Todos los resultados se expresan como mediate.s.m. de la media. El
namero (n) de ratas se indica en los pies de figura. La dependencia de la
respuesta relajadora a la concentracion-presién y al tratamiento, se determino
por un analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias (concentracion-presion y
tratamiento) con medidas repetidas en el factor concentracion. Cuando el
factor tratamiento fue significativo, se analizaron las diferencias entre los
pares de curvas (tratamientos) usando el test de contraste apropiado dentro
del test de ANOVA. La diferencia entre tratamientos en la expresion de
proteinas (Western Blot) y en la produccion de nitritos se analizé por ANOVA
de una via. La diferencia en la produccion de O," entre los distintos
tratamientos se analizé o bien por un ANOVA de una via mediante el test de
Tukey para multiples comparaciones o bien por un test de la t de Student
para datos pareados. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas a partir de valores de p<0.05. El anélisis de los datos se realizé

con el paquete estadistico SAS/STAT 8.01 (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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Capitulo I. EFECTO DE LA ISQUEMIA CEREBRAL SOBRE LAS
PROPIEDADES ESTRUCTURALES, MECANICAS Y MIOGENICAS DE LAS
ARTERIAS CEREBRALES MEDIAS
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RESULTADOS

1. ANALISIS DEL VOLUMEN DE INFARTO

La tincion de las secciones cerebrales de ratas WKY con TTC mostré
que habian sufrido un infarto cerebral focal tras una oclusién (90 min) de la
ACM, seguida de un periodo de reperfusion de 24 h (Figura 15A), siendo el
volumen medio del infarto de 63.1 + 10.4. mm®. En cambio, como se puede
ver en la Figura 15B, las secciones cerebrales de ratas WKY sham

(oclusién<1 min) confirmaron la ausencia de infarto cerebral focal.

Figura 15. Fotografias representativas del volumen de infarto en ratas WKY
sometidas a un proceso de isquemia (90 min)-reperfusion (24 h; n=13) (A) y
ratas sham (Control; n=8) (B). El tejido infartado aparece en blanco y el tejido

vivo aparece tefiido por el TTC.
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2. EFECTO DE LA ISQUEMIA CEREBRAL SOBRE LA GEOMETRIA DE
LAS ARTERIAS CEREBRALES

La Figura 16 muestra el efecto del aumento de la presion intraluminal
sobre el diametro externo e interno de la ACM de ratas WKY en condiciones
pasivas. Tanto el diametro externo (Figura 16A) como el interno (Figura 16B)
aumentaron de forma dependiente de la presidon en todos los vasos
estudiados. El diametro externo de las arterias ipsilaterales de ratas
isquémicas fue superior al de las arterias de ratas sham (Figura 16A). Los
vasos ipsilaterales y contralaterales de ratas isquémicas y los vasos de ratas
sham mostraron un diametro interno similar (Figura 16B).

La isquemia-reperfusiéon aumentdé el grosor de la pared (Figura 17A),
el AST (Figura 17B) y la relacion pared:luz (Figura 17C) de la ACM ipsilateral
sin que se modificaran de forma significativa estos valores en las arterias
contralaterales cuando se comparé con las ratas sham. Ademas, el AST vy el
grosor de la pared de las arterias ipsilaterales, fue superior al de las arterias
contralaterales. No obstante, la relacion pared:luz de las arterias
contralaterales fue similar a las arterias ipsilaterales. En la Figura 17 puede
observarse que los valores de las arterias contralaterales de ratas isquémicas
fueron siempre ligeramente superiores a los de las ratas sham, aunque las

diferencias no fueran en ningun caso estadisticamente significativas.
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Figura 16. Efecto de la presion intraluminal sobre el diametro externo (A) y el
diametro interno (B) en ACM de ratas sham e isquémicas. Los experimentos
se realizaron en condiciones pasivas (KH-0 Ca?*) Cada punto representa la
mediaze.s.m. de 6-8 animales. *p<0.05 ipsilateral vs sham o contralateral
mediante ANOVA de dos vias (presién y tratamiento) con medidas repetidas

en el factor presion.

111



Capitulo |

40000 1 B

[é)]
o

|
>

w
o
L

S
o
L
7
- *
*
*
w
o
o
S
o

*
*%

O Sham 10000 -
0 Ipsilateral

A Contralateral
T T T T T 1 0 T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Presioén intraluminal (mm Hg) Presion intraluminal (mm Hg)

Grosor de la pared (um
N
o

-
o
L

o
o

Pared:Luz
o
w

o
N
.

0 20 40 60 80 100 120
Presion intraluminal (mm Hg)

Figura 17. Efecto de la presion intraluminal sobre el grosor de la pared (A), el
area de la seccion transversal (AST; B) y la relacién pared:luz (C) en ACM de
ratas sham e isquémicas. Los experimentos se realizaron en condiciones
pasivas (KH-0 Ca?'). Cada punto representa la mediate.s.m. de 6-8
animales. *p<0.05; **p<0.01 ipsilateral vs sham o contralateral mediante
ANOVA de dos vias (presion y tratamiento) con medidas repetidas en el

factor presion.
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3. EFECTO DE LA ISQUEMIA CEREBRAL SOBRE LA MECANICA DE LAS
ARTERIAS CEREBRALES

La Figura 18 muestra los parametros mecanicos de la ACM de ratas
sham y del lado ipsilateral y contralateral de ratas isquémicas. Las arterias
ipsilaterales de ratas isquémicas presentan menor rigidez que las arterias de
ratas sham como se demuestra por la disminucién del valor del parametro 3
(sham: 8.18%0.50; ipsilateral: 6.362£0.56; p<0.05) y por el desplazamiento
hacia la derecha de la curva estrés-tension (Figura 18A). No obstante, ni el
desplazamiento hacia la derecha, ni la disminucion en el parametro 3 (sham:
8.18+0.50; contralateral: 6.81+1.04) observado en arterias contralaterales
alcanzé niveles de significacion estadistica al compararlos con los valores
obtenidos en las arterias de ratas sham. Ademas, las diferencias observadas
entre arterias contralaterales e isquémicas (Figura 18A) no alcanzaron
niveles de significacion estadistica.

Las arterias ipsilaterales de ratas isquémicas mostraron valores
inferiores de estrés cuando se compararon con sus arterias contralaterales o
con los controles sham (Figura 18B). En cambio, los valores de estrés en los

vasos contralaterales fueron similares al de los vasos de ratas sham.
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Figura 18. Relacién estrés-tensién (A) y efecto de la presion intraluminal
sobre el estrés de la pared (B), en ACM de ratas sham e isquémicas. Los
experimentos se realizaron en condiciones pasivas (KH-0 Ca?*). Cada punto
representa la mediate.s.m. de 6-8 animales. *p<0.05 ipsilateral vs sham o
contralateral mediante ANOVA de dos vias (presidn/tension y tratamiento)

con medidas repetidas en el factor presién/tension.
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4. EFECTO DE LA ISQUEMIA CEREBRAL SOBRE EL TONO MIOGENICO
DE LAS ARTERIAS CEREBRALES

En condiciones activas, el incremento de la presion intraluminal no
aumento significativamente el didmetro externo o interno de las arterias
procedentes de ratas sham e isquémicas. En estas condiciones, las arterias
ipsilaterales y contralaterales de ratas isquémicas presentaron un mayor
didmetro externo e interno que las arterias de ratas sham a lo largo de todo el
rango de presiones estudiado (Figuras 19A 'y 19B).

El tono miogénico en funcion de la presién expresado como diametro
normalizado fue menor en los vasos ipsilaterales y contralaterales de ratas
isquémicas comparado con los vasos de ratas sham (Figura 19C) indicando

asi que la isquemia cerebral reduce el tono intrinseco de las arterias.
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Figura 19. Efecto de la presién intraluminal sobre el diametro externo (A), el
diametro interno (B) y el diametro normalizado (C) en condiciones activas
(KH-2.5 mM de Ca*) en ACM de ratas sham e isquémicas. Cada punto
representa la mediate.s.m. de 6-8 animales. *p<0.05; **p<0.01 ipsilateral o
contralateral vs sham mediante ANOVA de dos vias (presion y tratamiento)

con medidas repetidas en el factor presion
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5. EFECTO DE LA ISQUEMIA CEREBRAL SOBRE LA ESTRUCTURA Y
LA DISTRIBUCION CELULAR DE LAS ARTERIAS CEREBRALES

Las medidas morfométricas de la ACM de ratas sham e isquémicas,
tanto del lado ipsilateral como del lado contralateral, se resumen en la Tabla
1. El volumen de la pared y de la adventicia, asi como el numero total de
células adventicias aumento en las arterias ipsilaterales y contralaterales tras
el periodo de isquemia-reperfusion, siendo este aumento superior en las
arterias ipsilaterales que en las contralaterales. En cambio, la relacién
pared:luz aumentd en arterias ipsilaterales sin que se modificara de forma
significativa en las arterias contralaterales. El periodo de isquemia-
reperfusion no modificd el volumen de la media, el area de la superficie
luminal, el numero de CMLs y el numero de células endoteliales.

Cuando se analiz6 la longitud y el grosor de los nucleos de las CMLs,
los resultados obtenidos fueron similares en los tres grupos de vasos
analizados. Por tanto, la isquemia-reperfusion no modificé el area de los

nucleos de las CMLs (Figuras 20 y 21).
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Sham Ipsilateral Contralateral

VO'Ume(f;ndrs?,')a pared 0.018£0.002  0.038+0.002***  0.027+0.002* **

Volumen de la adventicia

3 0.008+0.001  0.026+0.002***  0.017+0.003* *
(mm®)

Volumen deJamedia | 0740001  0.007£0.001  0.007+0.001

(mm®)
ASL (mm?) 0.68+0.03 0.750.05 0.72+0.05
Pared:Luz (%) 1136+1.44  18.78+1.86" 14.98+2.05
Numero total de células | 50o0,305 718821140  4273+737*
adventicias
Numero total de celulas | g567, 453 7060979 6485:383

musculares lisas

Numero total de células

. 1502+255 1700+166 1852+174
endoteliales

Tabla 1. Datos de la estructura correspondiente al analisis de las imagenes
obtenidas por microscopia confocal de ACM presurizadas de ratas sham e
isquémicas. Los valores representan la mediate.s.m. de 5-8 animales.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs sham, *p<0.05; ""p<0.01 vs ipsilateral
mediante t de Student de datos no pareados. ASL, area de la superficie

luminal.
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Figura 20. Comparacion de la longitud y la anchura (A) y el area (B) de los
nucleos de CMLs obtenidos de ACM presurizada de ratas sham e

isquémicas. Los resultados representan la mediate.s.m de 5-8 animales.
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Sham Ipsilateral Contralateral

Figura 21. Imagenes representativas de nucleos de CMLs de ACM
presurizada de ratas sham e isquémicas. Las arterias fueron incubadas con
Hoechst 33342 (10 uM). Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
laser confocal (objetivo 63X; zoom 1X). Las puntas de las flechas sefialan

nucleos representativos. Dimensiones de la imagen 238 x 238 um.

Los nucleos de las células endoteliales de las ACMs de ratas sham e
isquémicas (ipsilateral y contralateral) presentaron igual longitud y grosor. En
consecuencia, el area de los nucleos no varido entre los distintos grupos

experimentales estudiados (Figuras 22 y 23).
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Figura 22. Comparacion de la longitud y la anchura (A) y el area (B) de los
nucleos de células endoteliales obtenidos de ACM presurizada de ratas sham

e isquémicas. Los resultados representan la mediate.s.m de 5-8 animales.
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Ipsilateral Contralateral

Figura 23. Imagenes representativas de nucleos de células endoteliales de
ACM presurizada de ratas sham e isquémicas. Las arterias fueron incubadas
con Hoechst 33342 (10 uM). Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
laser confocal (objetivo 63X; zoom 1X). Las puntas de las flechas sefialan

nucleos representativos. Dimensiones de la imagen 238 x 238 um.

6. EFECTO DE LA ISQUEMIA CEREBRAL SOBRE LA CANTIDAD DE
COLAGENO Y LA ORGANIZACION DE ELASTINA

La Figura 24A muestra la distribucion de colageno en la pared de la
ACM de ratas sham e isquémicas. La isquemia-reperfusion no modifico

significativamente la cantidad de colageno en las ACMs (Figura 24B).
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Figura 24. Imagenes representativas de luz polarizada (A) y cuantificacion
(B) de colageno en secciones transversales de ACM presurizada de ratas
sham e isquémicas tefiidas mediante rojo sirio. Las imagenes se obtuvieron
con un microscopio de luz polarizada circular (objetivo 40X). Los resultados

representan la mediate.s.m de 5 animales.
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Como se muestra en la Figura 25, la elastina en la ACM se encuentra
localizada fundamentalmente, en la LEIl. Para analizar mas detalladamente
posibles cambios en la cantidad o estructura de elastina, se analizaron las
imagenes de la misma obtenidas con el microscopio confocal. Con esta
metodologia se observé la presencia de fibras aisladas de elastina en la parte
externa del vaso (datos no mostrados) asi como la existencia de una lamina
compacta fenestrada de elastina entra la capa media y la intima (LEI; Figura
26). La Tabla 2 muestra las caracteristicas de la elastina de la LEI en los tres

grupos de arterias estudiados.

Sham Ipsilateral Contralateral

Figura 25. Imagenes representativas de secciones transversales de ACM
presurizada de ratas sham e isquémicas tefidas mediante la técnica de
Verhoff Van Gieson. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio 6ptico
(objetivo 100X). Dimensiones de la imagen 23 x 23 um. LEI, lamina elastica

interna.

124



Capitulo |

Sham |psilateral Contralateral

Figura 26. Imagenes representativas de la proyeccién media tridimensional
de la LEI de ACM presurizada de ratas sham e isquémicas. Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio laser confocal (objetivo: 63X; zoom: 3X). Las
flechas sefalan fenestras representativas. Dimensiones de la imagen 79 x 79

um.

La isquemia-reperfusion aumento significativamente el tamafo de las
fenestras de la LEI en ACM de ratas isquémicas comparadas con las de ratas
sham. Sin embargo, el numero total de fenestras fue similar en las arterias de
las ratas isquémicas comparadas con las arterias de las ratas sham. Ademas,
tanto la intensidad media de fluorescencia por pixel como la fluorescencia
total, fueron similares entre las arterias de ambos grupos de ratas, indicando

que la cantidad total de elastina por mm de longitud de arteria no varia.
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Sham Ipsilateral Contralateral
Grosor de la LEI (um) 4.710.2 4.8+0.2 5.1£0.2

Numero total de 68844594  9122+1288 7323508
fenestras en la LEI

Area de la fenestra 6.9£0.9 15.041.3%* 13.541 1**

(MmM?)

Intensidad de 179.94206  181.1+15.1 200.1+11.3
fluorescencia/pixel
Fluorescencia total

(x106) (intensidad por 6498+1255 6368+886 7562+850
pixel por volumen)

Tabla 2. Caracteristicas de la lamina elastica interna (LEI) de imagenes
obtenidas por microscopia confocal de ACM presurizada de ratas sham e
isquémicas. **p<0.01; ***p<0.001 vs sham mediante t de Student de datos no

pareados. Los valores representan la mediate.s.m de 5-7 animales.
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7. EFECTO DE LA ISQUEMIA CEREBRAL SOBRE LA PRODUCCION DE
ANION SUPEROXIDO

Secciones transversales de ACM de ratas sham mostraron una ligera
fluorescencia en las tres tunicas vasculares. Sin embargo, en las ACMs
procedentes de ratas isquémicas tanto del lado isquémico como del
contralateral se observdé un gran aumento de la fluorescencia en las capas
intima, media y adventicia, indicando mayor produccion de O,” en la isquemia
(Figura 27A). La especificidad de la sonda se confirmoé al preincubar los
anillos con el analogo permeable de la SOD, PEG-SOD (500 U/ml). Asi, la
presencia de PEG-SOD, disminuyo la fluorescencia observada en las tres

situaciones experimentales estudiadas (Figura 27B).
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Sham |psilateral Contralateral

Figura 27. Imagenes representativas de secciones transversales de ACM de
ratas sham e isquémicas tenidas con hidroetidina en ausencia (A) o en
presencia (B) de PEG-SOD (500 U/ml). La tincién con hidroetidina produce
fluorescencia cuando se oxida a bromuro de etidio por accion del O,". CA,
células adventicias; CE, células endoteliales; CML, células musculares lisas;

LEI, lamina elastica interna. Dimensiones de la imagen 238 x 238 ym.
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DISCUSION

El tono arterial es controlado por la musculatura lisa que se contrae o
relaja en respuesta a un aumento o a una disminucién de la presion
intramural. Generalmente se acepta que las arterias cerebrales mantienen un
estado de vasoconstriccion parcial o tono miogénico que facilita aumentos o
disminuciones en el diametro arterial participando en la modulacion del flujo
cerebral (Osol y Halpern, 1985). ElI control del tono miogénico parece
fundamental para mantener una resistencia vascular adecuada protegiendo a
las arteriolas y a los capilares de los cambios en la presion de perfusion.

Un proceso isquémico es aquel en el que se produce una interrupcion
del flujo sanguineo y por tanto, un cambio en la presion de perfusion de las
arterias. Asimismo, cambios en el flujo provocan cambios en la estructura
vascular (Mulvany, 2002b). Es por tanto légico, que procesos de isquemia-
reperfusion produzcan alteraciones en la funcioén y/o estructura vasculares.

La ACM es la arteria mas comunmente implicada en un cuadro de
isquemia cerebral (McAuley, 1995). La oclusion de la ACM produce isquemia
del tejido neural que a la vez puede dar lugar a un gran infarto cerebral
(Carmichael, 2005). Tras ese periodo de isquemia, la reperfusion es
necesaria para reanudar el funcionamiento normal del tejido cerebral.

Después de un periodo de isquemia-reperfusion, se han descrito, entre otras,
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alteraciones en la estructura, en la mecanica y en el tono miogénico de las
ACMs (Cipolla y cols., 1997; Coulson y cols., 2002). Sin embargo, aunque
existe cierta informacion acerca de los mecanismos responsables de la
alteracion del tono miogénico de las arterias cerebrales después de un
proceso de isquemia-reperfusion, no se conocen los mecanismos implicados
en los cambios en la mecanica y estructura vasculares de estas arterias.

La regulacion de la resistencia cerebrovascular y del flujo cerebral
depende principalmente del calibre de los vasos sanguineos dado que el flujo
sanguineo esta relacionado con la cuarta potencia del radio del vaso
(Paulson y cols., 1990). En consecuencia, variaciones pequeias en el
diametro interno pueden producir cambios importantes en la resistencia
cerebrovascular, alterando el flujo cerebral local y global (Johansson, 1989;
Faraciy cols., 1989).

En nuestro modelo experimental, la isquemia-reperfusion provocd un
aumento en el diametro externo pero no en el diametro interno de los vasos
ipsilaterales. Esta alteracion estaba acompafiada por un incremento del
grosor de la pared, del AST y de la relacién pared:luz indicando la existencia
de remodelado hipertréfico compensado en las ACMs ipsilaterales de ratas
isquémicas. Puesto que ninguno de los parametros estructurales estudiados
estaba modificado significativamente en las ACMs contralaterales de ratas

sometidas a isquemia-reperfusion, los datos obtenidos demuestran que los
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cambios observados son probablemente una consecuencia directa de la
isquemia focal. De acuerdo con estos resultados, en un estudio previo,
Cipolla y cols. (1997) demostraron que 2 h de oclusion seguida de 24 h de
reperfusion, causaban un incremento en el grosor de la pared arterial en
ACMs aisladas de ratas SD.

El remodelado hipertréfico de la pared arterial puede ser producido, al
menos en parte, por un aumento en el numero y/o en el tamafio de las CMLs
(Intengan y Schiffrin, 2000). En el presente estudio, el numero y el tamafo de
las CMLs no fueron modificados por la isquemia-reperfusién. Sin embargo, el
numero células adventicias, al igual que el volumen ocupado por esta capa
de células, fue mayor en las arterias procedentes de ratas isquémicas que en
las arterias de ratas sham. Estos resultados indican que el aumento
observado en el grosor de la pared de la ACM producido por la isquemia
reperfusiéon, es debido a un proceso de hiperplasia de las células adventicias
que provoca hipertrofia de esta capa. No obstante, el hecho de que las
arterias contralaterales también muestren cierto grado de hipertrofia e
hiperplasia, pareceria indicar que en este proceso de remodelado participan
alteraciones secundarias sistémicas consecuencia de la isquemia focal. En
este sentido, en rata y raton se han descrito aumentos en la expresion de
moléculas de adhesién como VCAM-1 en microvasos cerebrales no sélo en

la zona cerebral isquémica sino también, aunque en menor intensidad, en la
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zona contralateral y en zonas tan alejadas del cerebro como el corazén y los
pulmones (Justicia y cols., 2006).

Hasta hace pocos afos, se ha considerado que la capa adventicia
desempefaba un papel meramente de soporte de la pared vascular. Sin
embargo, este concepto ha cambiado recientemente y se ha sugerido que
esta capa arterial posee un papel destacado en la patogénesis de diversas
enfermedades cardiovasculares (McGrath y cols., 2005; Stenmark y cols.,
2006). En este sentido, se ha descrito un aumento de células adventicias en
diversos lechos vasculares de animales hipertensos (Arribas y cols., 1997a;
1997b; Kantachuevesiri y cols., 2001; Herrmann y cols., 2005) asi como en
cultivos de fibroblastos humanos sometidos a hipoxia (Krick y cols., 2005). El
hecho de que muchas enfermedades vasculares como la hipertension o la
isquemia cerebral estén asociadas a procesos inflamatorios, sugiere una
relacion entre los conceptos de enfermedad inflamatoria e hiperplasia celular.
De hecho, se ha descrito en arterias pulmonares que en situaciones de
hipoxia, se produce un aumento de citoquinas que a su vez, inducen
proliferacidon de los fibroblastos vasculares (Stenmark y cols., 2000; 2005).

El endotelio es responsable in vivo de las dimensiones de la luz y
forma parte de la estructura general de los vasos sanguineos. Ademas, dado
que las células endoteliales se encuentran en contacto directo con diversas

sustancias circulantes como los mitdgenos, pareceria légico que en
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condiciones anormales fueran estas células las primeras en padecer cambios
estructurales. Asi, se ha demostrado que procesos como el envejecimiento
estan asociados a un engrosamiento de la tunica intima o a cambios en el
tamano de las células endoteliales (Haudenschild y cols., 1981; Briones y
Vila, datos no publicados). Sin embargo, en este trabajo, no se observaron
cambios significativos ni en el numero total ni en la morfologia de los nucleos
de las células endoteliales. No obstante, en algunas arterias de ratas
isquémicas se observo la presencia de algunos nucleos de morfologia
andmala que podrian ser células endoteliales alteradas. Se necesitarian
estudios adicionales para determinar la frecuencia en la apariciéon de estas
alteraciones asi como el origen de las mismas.

Las propiedades mecanicas de los vasos pueden también estar
alteradas cuando dichos vasos estan danados. En consecuencia, estudiar las
propiedades mecanicas de los vasos en las enfermedades cardiovasculares
para determinar si son capaces de participar en el control del flujo sanguineo
local, podria ser importante cuando se consideran tratamientos terapéuticos
para la isquemia cerebral como los tromboliticos (Cipolla y Osol, 1998). Estos
cambios en la mecanica vascular pueden reflejarse en cambios en el tamafio
de las arterias. Asi, se ha sugerido que cambios en la MEC pueden contribuir

a las alteraciones mecanicas que podrian reducir el diametro arterial
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afectando a la resistencia periférica en diversas patologias como la
hipertensién (Intengan y Schifrin, 2000).

Las propiedades mecanicas de los vasos estan influidas,
fundamentalmente, por el colageno y la elastina, que son los componentes
mayoritarios de la MEC de la pared vascular arterial (Shadwick, 1999; Kobs y
Chesler, 2006). Se ha sugerido que cambios en estas proteinas podrian estar
implicados en el remodelado hipertrofico de arterias de resistencia (Arribas y
cols., 2006). Es por tanto posible, que cambios en estas proteinas puedan
participar en las alteraciones de las propiedades mecanicas inducidas por la
isquemia cerebral en los vasos ipsilaterales.

La relacion estrés-tension de los vasos no es lineal debido a la accion
conjunta del colageno y de la elastina. La parte inicial de la curva, que
corresponde a presiones bajas, esta determinada por la deformacion de las
fibras de elastina, que son muy extensibles. En cambio, la parte final de la
curva esta determinada por las fibras de elastina totalmente estiradas y por la
contribucion de las fibras de colageno, mas rigidas. Tanto el desplazamiento
de la relacion estrés-tension hacia la derecha como la disminucién del
parametro & (medida de la rigidez vascular independiente de la geometria del
vaso), demostraron que los vasos ipsilaterales de ratas isquémicas eran
menos rigidos que los de ratas control (sham). En ACM de rata sometida a un

proceso de oclusion (2 h)-reperfusién (1-2 min), en los que se observd un
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aumento en la distensibilidad en estas arterias (Cipolla y cols., 1997). Sin
embargo, en el mismo estudio, cuando el periodo de reperfusion aumentoé a
24 h, la distensibilidad fue similar comparado con arterias de ratas a las que
no se les practicaba cirugia. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
junto con los obtenidos por Cipolla y cols (1997), parecen sugerir que la
evolucion de las caracteristicas mecanicas podria variar dependiendo de la
duracion del periodo de oclusion y/o de reperfusion. Igualmente, elementos
de la MEC, como el colageno o la elastina, podrian remodelarse dependiendo
de la duracién de la oclusion y/o de la reperfusion. En el presente trabajo se
ha analizado, por primera vez, la cantidad de colageno y de elastina de ACM
después de un periodo de isquemia-reperfusion y su posible relacion con los
cambios mecanicos observados en las ACMs. La cantidad de colageno total y
la cantidad de elastina de la LEI, no se alteraron significativamente por la
isquemia-reperfusion, lo que excluye cambios en la cantidad de estas
proteinas como responsables del incremento en la elasticidad. Sin embargo,
la organizacion de los componentes de la MEC también es importante puesto
que determina la elasticidad intrinseca de los vasos (Gonzalez y cols, 2005).
En AMR de ratas hipertensas, se ha descrito una correlacidon entre la
disminucion del tamafio de las fenestras de la LEl y la disminucion de la
elasticidad vascular (Briones y cols., 2003; Gonzalez y cols., 2006). En el

presente estudio, se observd que el tamafio de las fenestras de la LEI de las
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ACM de arterias de ratas isquémicas fue mayor que el de las arterias de ratas
sham. Este hallazgo estaria de acuerdo con el aumento observado en la
elasticidad intrinseca de los vasos de ratas isquémicas. Este mecanismo
compensatorio podria contribuir a mantener, de manera mas eficiente, el flujo
sanguineo necesario para conseguir una disminucion del dafio neuronal
debido a la isquemia-reperfusion (Dorrance y cols., 2005). EI aumento del
tamano de las fenestras en las ratas isquémicas se produce, tanto en los
vasos ipsilaterales como en los contralaterales. Este hecho, junto con la
situacion topografica en la que se encuentra la LEI, proxima a la luz arterial,
podria sugerir la presencia de factores vasoactivos producidos durante la
reperfusion y liberados a la circulacion sistémica. En este sentido, la
expresion de VCAM-1 aumentdé en la zona contralateral y en corazdén y
pulmones de ratas isquémicas (Justicia y cols., 2006).

Los mecanismos responsables del aumento del tamano de las
fenestras de la LEI después de la isquemia-reperfusion no estan claros. Se
ha descrito un aumento en la cantidad de elastasa liberada por neutréfilos en
plasma de pacientes después de un infarto cerebral agudo (lwatsuki y cols.,
1998). Esta elastasa presente en plasma podria degradar la elastina en
diferentes regiones de la circulacion explicando asi, el aumento en el tamafio
de las fenestras en ACM de ratas isquémicas. En este sentido, se ha descrito

que la digestion de elastina con elastasa pancreatica aumento el tamafio de

136



Capitulo |

las fenestras de la LEI de arterias mesentéricas de resistencia (Gonzalez y
cols., 2006).

En situaciones de isquemia, es un hecho conocido que cuando se
restablece el flujo tras un periodo de oclusion, es decir durante la reperfusion,
se produce un fendmeno denominado hiperemia reactiva, que consiste en un
aumento transitorio del flujo que alcanza valores superiores a los “normales”
(Levick, 2003). Los resultados obtenidos en el presente estudio parecen
indicar que en las arterias ipsilaterales de ratas isquémicas durante la
reperfusién y posiblemente debido al fendmeno de hiperemia reactiva, podria
producirse un aumento de la presion en la pared. Dado que también se ha
observado un aumento en el grosor de la pared en vasos ipsilaterales de
ratas isquémicas, podriamos hipotetizar que este incremento en el tamano de
la pared seria una adaptacion geométrica para mantener el estrés dentro de
unos limites normales protegiendo asi la pared vascular del dafio producido
por el aumento de presidén provocado por la reperfusion. En este sentido,
Folkow y cols (1958) propusieron que un aumento en el estrés de la pared
podria ser un estimulo para la hipertrofia vascular.

En situacion fisiolégica, la circulacion cerebral se encuentra en un
estado de vasoconstriccion parcial o tono miogénico que contribuye a la
resistencia cerebrovascular y que permite a la arteria adaptarse a cualquier

cambio del entorno (Osol, 1995; Mellander, 1989). Ademas, la arteria es
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capaz de responder a los cambios de presion y de estiramiento por un
proceso llamado reactividad miogénica (Johansson, 1989). Existen
situaciones en las que la reactivitad miogénica y la capacidad de
autoregulacion pueden estar alteradas. Asi, después de un periodo de
oclusion seguido de reperfusion se observan fallos en la autoregulacion
cerebral asi como paralisis vasomotora, que podrian contribuir al dafio tisular
y a la formacién de edema que se observa en los procesos de isquemia focal
y que se atribuye a la reperfusion (ladecola, 1998).

En el presente estudio, se observd que la isquemia cerebral produce
una disminucion del tono miogénico en la ACM. Esta disminucién en el tono
miogénico podria tener una consecuencia funcional. Después del periodo de
isquemia, la reperfusidn deberia asegurar la correcta irrigacion del tejido
neuronal. Para satisfacer esta demanda, la arteria deberia mantenerse en un
estado en que la accidon vasoconstrictora del tono miogénico no
comprometiera la irrigacion de los tejidos distales. Asi, una disminucion del
mismo, constituiria un mecanismo compensatorio que favoreceria la irrigacion
correcta del tejido cerebral. Este hecho podria explicar el menor volumen de
infarto observado en ratas WKY comparado con el volumen que se produce
en ratas espontaneamente hipertensas (Grabowski y cols., 1993; resultados
personales no publicados), ya que en las ratas hipertensas el tono miogénico

de la ACM no se altera (resultados personales no publicados). El hecho de
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que la disminucion del tono miogénico se produzca tanto en los vasos del
lado ipsilateral como del lado contralateral, indicaria la participacion de
factores sistémicos secundarios a la isquemia focal. Se ha descrito que la
isquemia focal produce aumentos importantes de NO y de O, a nivel
sistémico (Kumura y cols., 1996) que podrian reaccionar formando ONOO"
(Fukayama y cols., 1998). En un estudio reciente se ha sugerido, que niveles
elevados de ONOO™ durante la isquemia-reperfusion pueden nitrosilar y
despolimerizar la actina de la musculatura lisa vascular contribuyendo a la
disminucion del tono miogénico (Maneen y cols., 2006). En el presente
estudio, aunque no hemos medido niveles de NO o de ONOQO', la isquemia-
reperfusion aumento la producciéon de O,” en la ACM tanto del lado ipsilateral
como en el contralateral. Es por tanto posible, que parte del O,” formado
pueda reaccionar con NO y producir ONOO" contribuyendo a la disminucion
del tono miogénico observado en ambos lados de la ACM de ratas sometidas
a isquemia-reperfusion.

Todos estos resultados indican que un periodo de oclusion (90 min)
con posterior reperfusion (24 h) produce en ACMs de ratas WKY: 1)
remodelado hipertréfico compensado en las arterias del lado ipsilateral,
debido, al menos en parte, a un incremento en el volumen de la adventicia
por hiperplasia de las células adventicias; 2) disminucién del estrés de la

pared como consecuencia del aumento en el tamafio de la misma; 3)
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aumento de la elasticidad intrinseca arterial causado por el incremento del
area de las fenestras de la LEI; 4) disminucién del tono miogénico
probablemente asociado a un aumento de la produccion de O, y 5)
alteraciones, aunque de menor intensidad, en la estructura de las arterias
contralaterales, lo que sugiere la existencia de mediadores que remodelan las
arterias a nivel sistémico.

El aumento de la elasticidad intrinseca y la disminucion del tono
miogénico en ACM de ratas isquémicas serian factores que favorecerian el
correcto restablecimiento del flujo vascular después de una situacién de
obstruccion de la circulacion sanguinea cerebral. De esta manera se
reducirian los efectos perniciosos que se suceden después de la aparicion de

un episodio de isquemia-reperfusion.
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Capitulo Il. EFECTO DE LA IL-1R SOBRE LAS PROPIEDADES
ESTRUCTURALES, MECANICAS Y FUNCIONALES DE LAS ARTERIAS
MESENTERICAS DE RESISTENCIA
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RESULTADOS

1. EFECTO DE LA IL-1R SOBRE LA GEOMETRIA DE LAS ARTERIAS
MESENTERICAS DE RESISTENCIA

Se realizaron curvas de presion crecientes en AMRs recién extraidas
del lecho vascular (Fresca) y en arterias cultivadas durante 14 h en medio de
cultivo en ausencia (Control) o en presencia de IL-13 (IL-13; Figura 28). El
incremento de presion intraluminal aumentd de forma presidn-dependiente
tanto el diametro externo (Figura 28A), como el diametro interno (Figura 28B),
sin que se observaran diferencias significativas entre los tres grupos de
arterias. Asimismo, el grosor de la pared (Figura 29A) y la relacion pared:luz
(Figura 29C) fueron similares en las tres situaciones experimentales
estudiadas. No obstante, el AST (Figura 29B) de las arterias cultivadas con
IL-13 mostré una tendencia, que no alcanzé niveles estadisticos de
significacion, a aumentar cuando se comparo con las arterias recién extraidas

del lecho vascular y las cultivadas sin IL-18.
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Figura 28. Efecto de la presion intraluminal sobre el diametro externo (A) y el
diametro interno (B) en AMRs recién extraidas del lecho vascular (Fresca) e
incubadas en medio de cultivo en ausencia (Control) o en presencia de IL-103.

Cada punto representa la mediate.s.m. de 6-8 animales.
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Figura 29. Efecto de la presion intraluminal sobre el grosor de la pared (A), el
area de la seccién transversal (AST; B) y la relacion pared:luz (C), en AMRs
recién extraidas del lecho vascular (Fresca) e incubadas en medio de cultivo
en ausencia (Control) o en presencia de IL-1R. Cada punto representa la

mediaze.s.m. de 6-8 animales.

145



Capitulo Il

2. EFECTO DE LA IL-1R SOBRE LA MECANICA DE LAS ARTERIAS
MESENTERICAS DE RESISTENCIA

El medio de cultivo, tanto en ausencia o en presencia de IL-13, no
modificd la relacion estrés-tension (Figura 30A) ni el parametro 3 (Fresca:
3.04 £ 0.11; Control: 3.10 + 0.14; IL-13: 2.88 + 0.10) cuando se comparo con
las arterias recién extraidas del lecho vascular. Por otro lado, el estrés de la
pared tampoco se modificd en ninguno de los tres grupos experimentales

(Figura 30B).
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Figura 30. Relacién estrés-tensién (A) y efecto de la presion intraluminal
sobre el estrés de la pared (B) en AMRs recién extraidas del lecho vascular
(Fresca) e incubadas en medio de cultivo en ausencia (Control) o en

presencia de IL-13. Cada punto representa la mediate.s.m. de 6-8 animales.
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3. EFECTO DE LA IL-1R SOBRE LA FUNCION DE LAS ARTERIAS
MESENTERICAS DE RESISTENCIA

3.1 Efecto de la IL-1BR sobre las relajaciones dependientes e
independientes de endotelio
En AMRs precontraidas con FE (2 pM), la ACh (1 nM-10 puM) relajo

de manera concentracion-dependiente en los tres grupos experimentales
estudiados (Figura 31A). Tanto el medio de cultivo per se como la presencia
de IL-13 (10 ng/ml; 14 h) disminuyeron significativamente la relajacion
inducida por ACh. La disminucion de la relajacién fue superior en las arterias
incubadas en presencia que en ausencia de IL-113.

Para comprobar si la disminucién en la relajacion a ACh producida
por la IL-13 era comun a farmacos que actuan a través de la liberacién de NO
e independientemente de la presencia de endotelio, se realizaron curvas
concentracion-respuesta al donador exdgeno de NO, NPS (1 nM-1 mM). Al
igual que se observo con la relajacion a ACh, el medio de cultivo empeoré la
relajacion a NPS, siendo éste empeoramiento mayor en las arterias

incubadas en presencia de IL-13 (Figura 31B).
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Figura 31. Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (A) y a nitroprusiato
sodico (B) en AMRs precontraidas con fenilefrina (FE) recién extraidas del
lecho vascular (Fresca) e incubadas en medio de cultivo en ausencia
(Control) o en presencia de IL-13. Cada punto representa la mediate.s.m. de
8-13 animales. **p<0.01; ***p<0.001 mediante ANOVA de dos vias
(concentracion y tratamiento) con medidas repetidas en el factor

concentracion.

Para analizar si el empeoramiento de la relajacién a ACh producido
por la IL-1[3 estaba relacionado con una disminucién en la biodisponibilidad
de NO, se realizaron curvas concentracion-respuesta a ACh en presencia de
L-NAME (100 uM), inhibidor no selectivo de la NOS. La incubacion con IL-13
disminuyé la relajacién a ACh de manera similar en ausencia o en presencia
de L-NAME. Sin embargo, L-NAME aboli6 la respuesta relajadora a ACh en

arterias controles (Figura 32).
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Figura 32. Influencia del L-NAME (100 uyM) sobre las curvas concentracion-
respuesta a acetilcolina en AMRs de rata precontraidas con fenilefrina (FE)
recién extraidas del lecho vascular (Fresca) e incubadas en medio de cultivo
en ausencia (Control) o en presencia de IL-1R. Cada punto representa la
mediate.s.m. de 6-13 animales. ***p<0.001 mediante ANOVA de dos vias
(concentracion y tratamiento) con medidas repetidas en el factor

concentracion.

Para comprobar si la alteracion de las respuestas relajantes era un
defecto generalizado sobre farmacos vasodilatadores inducido por IL-13, se
realizaron curvas concentracion-respuesta a papaverina (0.1 uM-0.1 mM), un
farmaco relajante de la musculatura lisa que actua por inactivacion de las
fosfodiesterasas. La relajacion producida por papaverina no se alterd por la
incubacion de las arterias con medio de cultivo en ausencia o en presencia

de IL-1R (Figura 33A).

149



Capitulo Il

Para analizar si el empeoramiento de la relajacion a ACh y a NPS
inducido por IL-13 era debido a una alteracion en la respuesta del musculo
liso a GMPc se realizaron curvas concentracion-respuesta a 8-BrGMPc (10
nM-1 mM), analogo del GMPc permeable a la membrana celular, en arterias
precontraidas con FE. Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la relajacion a 8-BrGMPc entre las tres

situaciones experimentales estudiadas (Figura 33B).
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Figura 33. Curvas concentracién-respuesta a papaverina (A) y a 8-
bromoguanosina 3’, 5’-monofosfato ciclico (8-Br-GMPc; B) en AMRs
precontraidas con fenilefrina (FE) recién extraidas del lecho vascular (Fresca)
e incubadas en medio de cultivo en ausencia (Control) o en presencia de IL-

13. Cada punto representa la mediate.s.m. de 7-8 animales.
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3.2 Efecto de la IL-1B sobre la expresion de eNOS y de GCs

Para evaluar si posibles cambios en la expresion de eNOS o de GCs
pudiesen estar implicados en el empeoramiento de la relajacion a ACh y a
NPS producido por IL-13, se evalud la expresion de dichas enzimas en las
tres situaciones experimentales. Las sefiales de eNOS y de GCs fueron
observadas como una sola banda a 140 y 70 KDa, respectivamente. El
analisis de los datos obtenidos por “Western Blot” mostré que la expresion de
la eNOS y de la GCs fue similar entre las arterias recién extraidas del lecho

vascular y las arterias cultivadas con o sin IL-103 (Figura 34).
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Figura 34. Blot representativo y analisis densitométrico de la expresién de
eNOS (A) y de GCs (B) en AMRs recién extraidas del lecho vascular
(Frescas) y mantenidas en medio de cultivo en ausencia (Control) o en
presencia de IL-13. También se muestra la expresion de [-actina como

control de carga. Los resultados representan la mediate.s.m de 5-7 animales.
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3.3 Efecto de la IL-1B sobre la produccién de nitritos y sobre la
expresion de iNOS

La incubacion de las arterias en medio de cultivo durante 14 h
provocd una ligera produccién de nitritos que fue incrementada
significativamente en presencia de IL-13 (Figura 35A). No se observd
expresion de INOS en arterias recién extraidas del lecho vascular o en
arterias incubadas en medio de cultivo. Sin embargo, la incubacion de las
arterias con IL-13 produjo un aumento de la expresidon de esta enzima (Figura
35B). Estos resultados se confirmaron mediante estudios de
inmunofluorescencia en los que se observd que sélo las arterias incubadas
en presencia de IL-1R expresaron iINOS, que se encontraba localizada en las

células endoteliales y en las CMLs (Figura 36).
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Figura 35. Niveles de nitritos (A) medidos en medio de cultivo de AMRs
incubadas (14 h) en ausencia (Control) o en presencia de IL-13. Blot
representativo y analisis densitométrico (B) de la expresion de iINOS en
AMRs recién extraidas del lecho vascular (Fresca) e incubadas (14 h) en
medio de cultivo en ausencia (Control) o en presencia de IL-13. También se
muestra la expresion de R-actina como control de carga. Los resultados
representan la mediate.s.m de 6 animales. **p<0.01 vs control mediante
ANOVA de una via.
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Fresca Control

Figura 36. Imagenes representativas de immunofluorescencia de iINOS en
secciones transversales de AMRs recién extraidas del lecho vascular
(Fresca) e incubadas (14 h) en medio de cultivo en ausencia (Control) o en
presencia de IL-1R. LEI, lamina elastica interna; CE, células endoteliales;

CML, células musculares lisas. Dimensiones de la imagen 238 x 238 um.

3.3.1 Papel de iINOS en el empeoramiento de las relajaciones inducido por IL-
0B

Para analizar si la INOS participa en el empeoramiento de la
relajacion a ACh y a NPS observado en las arterias mantenidas en medio de
cultivo en ausencia o en presencia de IL-13, los vasos fueron incubados con
1400W (1 uM), inhibidor selectivo de la iNOS. La presencia de 1400W no
mejoro el empeoramiento de las respuestas a ACh provocado por la IL-113
(Figura 37A). Sin embargo, el 1400W mejoré6 el empeoramiento de las

respuestas a NPS producido por IL-1B3 (Figura 37B). Por otro lado, las
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respuestas a ACh y a NPS de las arterias incubadas en medio de cultivo en

ausencia de IL-1 no se modificaron por 1400W (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de 1400W (1 uM) sobre las curvas concentracion-
respuesta a acetilcolina (A) y a nitroprusiato sédico (B) en AMRs de rata
precontraidas con fenilefrina (FE) incubadas (14 h) en medio de cultivo en
ausencia (Control) o en presencia de IL-1R3. Cada punto representa la
mediate.s.m. de 6 animales. **p<0.01 mediante ANOVA de dos vias
(concentracion y tratamiento) con medidas repetidas en el factor

concentracion.

3.4 Efecto de IL-1B sobre la produccion de anién superéxido y sobre la
expresion de xantina oxidasa y de p22P"°*

Dado que el empeoramiento de la relajacién inducido por el medio de
cultivo, tanto en ausencia como en presencia de IL-1R, era especifico de

farmacos que actuan a través de la liberacion de NO, estudiamos si un

156



Capitulo Il

aumento en el estrés oxidativo y mas concretamente, en la producciéon de O,~
, podria ser el responsable de dicho empeoramiento por disminucion en la
biodisponibilidad de NO. En primer lugar, evaluamos la produccion in situ de
O, mediante el uso de la sonda fluorescente HE. Como se muestra en la
Figura 38, secciones transversales de arterias recién extraidas del lecho
vascular no mostraron fluorescencia en ninguna de las 3 capas vasculares.
Sin embargo, en arterias incubadas en medio de cultivo en ausencia de IL-
13, se observd un ligero aumento de la fluorescencia que fue potenciado
significativamente cuando las arterias se incubaron con IL-13 (Figura 38). El
incremento en la fluorescencia se localizé en la capa intima, en la media y en
la adventicia. La especificidad de la sonda se confirmdé al preincubar los
anillos con el analogo permeable de la SOD, PEG-SOD (500 U/ml). La
presencia de PEG-SOD, disminuy6 la fluorescencia inducida por HE en
arterias mantenidas en medio de cultivo tanto en ausencia como en presencia

de IL-1B (Figura 38).
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Figura 38. Imagenes representativas y cuantificacidn de las secciones

=

transversales de AMRs recién extraidas del lecho vascular (Fresca, F) e
incubadas (14 h) en medio de cultivo en ausencia (Control, C) o en presencia
de IL-13, en ausencia o en presencia de PEG-SOD (500 U/ml). Los vasos se
tineron con hidroetidina que produce fluorescencia cuando se oxida a
bromuro de etidio por accion del O,". Los resultados representan la
mediate.s.m de 6 animales. CA, células adventicias; CE, células
endoteliales; CML, células musculares lisas; LEIl, lamina elastica interna.

Dimensiones de la imagen 256 x 256 pm. p<0.05; **

p<0.001 vs Fresca;
*p<0.05 vs Control; "p<0.05; ""p<0.01 vs vasos no incubados con PEG-SOD

mediante ANOVA de una via seguida del test de Tukey.
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Debido a que IL-13 aumentd significativamente la produccion de O,7,
se realizaron experimentos encaminados a determinar el origen enzimatico
de este radical libre. Para ello, se analizo el efecto del inhibidor de la xantina
oxidasa, alopurinol (1 mM; Figura 39) y del inhibidor de la NADPH oxidasa,
apocinina (0.3 mM; Figura 40), sobre la produccién de O, en secciones
transversales de AMR. La incubacion con alopurinol disminuyo
significativamente la produccion O," inducida por IL-13 (Figura 39). Sin
embargo, apocinina sélo produjo una ligera disminucioén de la fluorescencia
en arterias incubas con IL-13 (Figura 40).

Puesto que la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa participaban, al
menos en parte, en la formacion de O,” producida por IL-1B, en el siguiente
grupo de experimentos se analizo si esta citoquina alteraba la expresion de
dichas enzimas. IL-1[3 aumentd la expresion de xantina oxidasa (Figura 41) y
de la subunidad p22°"°* de la NADPH oxidasa (Figura 42) en AMR. Dicho

aumento se localizé preferentemente en la capa media (Figuras 41y 42).
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IL-1R IL-1R8 + Alopurinol

Densidad optica

IL-1R IL-113 +
Alopurinol

Figura 39. Imagenes representativas (A) y cuantificacién (B) de secciones
transversales de AMRs incubadas (14 h) en medio de cultivo con IL-13 en
ausencia o en presencia de alopurinol (1 mM). Los vasos se tifieron con
hidroetidina que produce fluorescencia cuando se oxida a bromuro de etidio
por accion del O,". Los resultados representan la mediate.s.m de 5 animales.
Dimensiones de la imagen 256 x 256 um. *p<0.05 vs IL-13 mediante t de

Student de datos pareados.
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IL-1R IL-1R + Apocinina

Densidad optica

IL-11 IL-18 +
Apocinina
Figura 40. Imagenes representativas (A) y cuantificaciéon (B) de secciones
transversales de AMRs incubadas (14 h) en medio de cultivo con IL-1[3 en
ausencia o en presencia de apocinina (0.3 mM). Los vasos se tifieron con
hidroetidina que produce fluorescencia cuando se oxida a bromuro de etidio
por accion del O,". Los resultados representan la mediate.s.m de 5 animales.

Dimensiones de la imagen 256 x 256 ym.
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Figura 41. Imagenes representativas de inmunofluorescencia (A) y blot y
analisis densitométrico (B) de la expresion de xantina oxidasa (XO) de AMRs
incubadas (14 h) en medio de cultivo en ausencia (Control) o en presencia de
IL-1R. También se muestra la expresion de 3-actina como control de carga.
La punta de la flecha muestra el marcaje positivo. Los resultados representan
la mediate.s.m de 3-4 animales. LEI, lamina elastica interna. Dimensiones de

la imagen 256 x 256 ym. *p<0.05 mediante t de Student.
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Control IL-1R

Figura 42. Imagenes representativas de inmunofluorescencia de la expresion
de p22°"* de secciones transversales de AMRs incubadas (14 h) en medio
de cultivo en ausencia (Control) o en presencia de IL-1. La punta de la
flecha muestra el marcaje positivo. LEI, ldmina elastica interna. Dimensiones

de la imagen 256 x 256 pm

3.4.1 Papel de los aniones superoxido en el empeoramiento de las

relajaciones inducido por IL-11}

Para analizar si los O, participan en el empeoramiento de la
relajacion a ACh observado en arterias mantenidas en medio de cultivo en
ausencia o en presencia de IL-1B, los vasos fueron incubados con SOD (150
U/ml) enzima detoxificador de O,". La presencia de SOD mejoré de manera
parcial, la respuesta a ACh en arterias controles, sin modificar la respuesta a

ACh en las arterias incubadas en presencia de IL-113 (Figura 43).
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Figura 43. Efecto de SOD sobre las curvas concentracion-respuesta a
acetilcolina de AMRs precontraidas con fenilefrina (FE) recién extraidas del
lecho vascular (Fresca) e incubadas en medio de cultivo en ausencia
(Control) o en presencia de IL-13. Cada punto representa la mediate.s.m. de
6-10 animales. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 mediante ANOVA de dos vias
(concentracion y tratamiento) con medidas repetidas en el factor

concentracion.

Puesto que SOD no mejord el empeoramiento de la relajacion a ACh
producido por IL-1R en el siguiente grupo de experimentos se analizé el
efecto de PEG-SOD, analogo permeable de SOD, que podria, por su mayor
capacidad de penetracion, inactivar el O,™ a nivel intracelular. La presencia
de PEG-SOD (200 U/ml) mejoré el empeoramiento de la relajacién a ACh en

las arterias incubadas tanto en ausencia como en presencia de IL-103 (Figura
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44). Sin embargo, en presencia de PEG-SOD las respuestas relajantes a
ACh de arterias controles e incubadas con IL-13 no alcanzaron los valores

encontrados en las arterias recién extraidas del lecho vascular (Figura 44).
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Figura 44. Efecto de PEG-SOD (200 U/ml) sobre las curvas concentracion-
respuesta a acetilcolina en AMRs precontraidas con fenilefrina (FE)
incubadas (14 h) en medio de cultivo en ausencia (Control) o en presencia de
IL-13. También se muestra la respuesta a acetilcolina en arterias recién
extraidas del lecho vascular (Fresca). Cada punto representa la mediate.s.m.
de 6-11 animales. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 mediante ANOVA de dos
vias (concentracion y tratamiento) con medidas repetidas en el factor

concentracion.
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3.4.2 Papel de la xantina oxidasa en el empeoramiento de las relajaciones

inducido por IL-113

Alopurinol (1 mM) mejoré el empeoramiento de la relajacion a ACh y
a NPS observado en arterias incubadas en ausencia y en presencia de IL-1
(Figuras 45A y 45B). No obstante, en arterias tratadas con IL-1[3 en presencia
de alopurinol, las relajaciones a ACh y a NPS no alcanzaron los valores de

relajacion obtenidos en arterias control.

204 A . B

*% -

*k*

Relajacion (%FE 2uM)
N
o

O Control
8041 @ IL-18 - - J *kk
B Control+Alopurinol k%
100 1 A IL-1R+Alopurinol ] T
1 20 ] ] ) ) 1 ) ) ) ] ] ] ]
9 8 7 6 5 9 8 7 6 5 4 3
- Log [acetilcolina] M - Log [nitroprusiato] M

Figura 45. Efecto de alopurinol (1 mM) sobre las curvas concentracion-
respuesta a acetilcolina (A) y a nitroprusiato soédico (B) en AMRs
precontraidas con fenilefrina (FE) de arterias incubadas (14 h) en medio de
cultivo en ausencia (Control) o en presencia de IL-13. Cada punto representa
la mediate.s.m. de 6-12 animales. **p<0.01; ***p<0.001 mediante ANOVA de
dos vias (concentracion y tratamiento) con medidas repetidas en el factor

concentracion.
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3.4.3 Papel de la NADPH oxidasa en el empeoramiento de las relajaciones

inducido por IL-113

Para determinar si la NADPH oxidasa participa en el empeoramiento
de la relajacion a ACh inducida por IL-13, se estudié el efecto de apocinina

sobre las relajaciones a ACh y a NPS (Figura 46).

_20-A . B

S 07 .
&
w20 1 h
L
¥ 40 1 4
c J *%
Ne) _ -
'g 60 O Control
© 804 @ IL1B J o
0] B Control+Apocinina J *x
© 100 4 A IL-1B+Apocinina g

120 ) ) ) ) 1 ) ) ) ) ) ) )

9 8 7 6 5 9 8 7 6 5 4 3
- Log [acetilcolina] M - Log [nitroprusiato] M

Figura 46. Efecto de apocinina (0.3 mM) sobre las curvas concentracion-
respuesta a acetilcolina (A) y a nitroprusiato sodico (B) en AMRs
precontraidas con fenilefrina (FE) de arterias incubadas (14 h) en medio de
cultivo en ausencia (Control) o en presencia de IL-1[3. Cada punto representa
la mediate.s.m. de 6-12 animales. **p<0.01 mediante ANOVA de dos vias
(concentracion y tratamiento) con medidas repetidas en el factor

concentracion.

Apocinina (0.3 mM) mejoré el empeoramiento de la relajacion a ACh y

a NPS observado en arterias incubadas en medio de cultivo en ausencia de
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IL-1R. Ademas, mejordé el empeoramiento de la relajacion a NPS de arterias
incubadas con IL-13. Sin embargo, apocinina no mejoré significativamente el
empeoramiento de la relajacion a ACh producido por IL-1} (Figuras 46A y
46B). Al igual que ocurrid con alopurinol, en arterias tratadas con IL-1 la
respuesta relajante a ACh en presencia de apocinina no alcanzaron los

valores obtenidos en arterias control (Figura 46).
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DISCUSION

La isquemia cerebral esta asociada a una respuesta inflamatoria que
va acompafiada por un aumento en las citoquinas circulantes (Hopkins, 2003;
Allan y Stock, 2004; Chamorro, 2004). A nivel periférico, las citoquinas
producen cambios vasculares como hipotensidon y disminucion de las
respuestas vasoconstrictoras de arterias de conductancia (Julou-Schaeffer y
cols., 1990; Rees y cols., 1990). Sin embargo, en arterias de resistencia el
efecto de las citoquinas inflamatorias esta poco estudiado (Vila y Salaices,
2005). Una de las muchas funciones atribuidas a las citoquinas como el TNF-
a, la IL-1R o la IL-6 es su participacidn en el proceso de remodelado vascular
(Ono y cols., 1998; Irwin y cols, 1999). En este sentido, la presencia de IL-13
se ha asociado a una disminucion del procolageno a4, a, y del mRNA del
procolageno a4, asi como a un aumento de la MMP-13, -2 y -9 (Siwik y cols.,
2000). Ademas, en diversas enfermedades vasculares en las que los niveles
de citoquinas circulantes aumentan, se han observado cambios en el numero
de células adventicias, CMLs y células endoteliales (Arribas y cols., 1997a).
Estos cambios podrian reflejarse, por tanto, en una alteracién de la estructura
vascular y de las propiedades mecanicas de las arterias.

Para el estudio del efecto de las citoquinas inflamatorias sobre la

estructura y mecanica vasculares hemos utilizado un modelo de proceso
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inflamatorio in vitro mediante incubacion de las arterias con IL-13. Los
resultados obtenidos en este estudio no mostraron efecto de la IL-113 sobre la
estructura o la mecanica de las arterias de resistencia, si bien, como
muestran los resultados del AST, existe una tendencia a la hipertrofia
vascular. La concentracién de IL-13 utilizada en este estudio parece estar
dentro del rango patoldgico observado en humanos (Bruunsgaard y cols.,
1999) y ratones (Saito y cols., 2003) y coincide con la utilizada por otros
autores en cultivos tisulares (White y cols., 2002). Sin embargo, el tiempo de
aparicion de la induccion de la expresion de diversas citoquinas después de
una isquemia cerebral varia mucho entre estudios (Allan y Stock, 2004). En
este sentido, se ha descrito que después de una isquemia cerebral focal en
ratas, el ARNm de la IL-13 presenta su punto maximo de expresion entre las
6 y las 12 h (Berti y cols., 2002). En cambio, otro estudio en ratas sometidas
a isquemia-reperfusion detectdé aumentos en la expresion proteica de IL-13 a
partir de la cuarta hora alcanzandose el maximo de expresion después de 3
dias (Legos y cols., 2000). Por tanto, es posible que el periodo de incubacion
de 14 h sea insuficiente para producir cambios en la estructura y mecanica de
las arterias. Ademas, dado que la isquemia cerebral esta asociada a la
liberacion simultanea de varias citoquinas (Allan y Stock., 2004; Chamorro,
2004), podria ser necesaria la presencia conjunta de varias citoquinas para

inducir cambios en la estructura o mecanica vasculares como los observados
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en la isquemia-reperfusion. Sin embargo, este tiempo de incubacién es
suficiente para producir alteraciones funcionales importantes en vasos de
resistencia como el empeoramiento de las relajaciones dependientes de NO.
En este sentido, se ha sugerido que el incremento observado en los niveles
de citoquinas en diversas patologias vasculares como la isquemia-
reperfusion podria ser el responsable del empeoramiento de la funcion
endotelial descrito en estas patologias (Riedemann y cols., 2003; Virdis y
cols., 2005). Recientemente, Briones y cols. (2005b) demostraron que la
incubacion de arterias de resistencia con IL-1 induce la expresién de
enzimas inflamatorias como iINOS y COX-2 y que sus derivados participan en
el mantenimiento del tono vascular afectando tanto a las respuestas
contractiles como a las vasodilatadoras. Asi, estos autores demostraron que
la incubacién prolongada de AMR con IL-13 produjo un empeoramiento de la
relajacion dependiente de NO. En el presente trabajo, se han confirmado
esos resultados y se han analizado los mecanismos involucrados en dicho
empeoramiento.

La ACh produce relajacion dependiente de endotelio en AMR
mediada, en parte, por liberacion de NO (Virdis y cols., 2005). No obstante,
algunos estudios en AMR indican que el EDHF participa en la relajacion
inducida por ACh (Sekiguchi y cols., 2002; Chauhan y cols., 2003). En el

presente trabajo hemos demostrado que en nuestras condiciones
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experimentales en arterias control, la relajacion a ACh esta mediada sélo por
NO ya que dicha relajacién fue bloqueada por la incubacién con L-NAME.
Puesto que la incubacion con IL-1R disminuy6 la relajacion a ACh de manera
similar en ausencia o en presencia de L-NAME, nuestros resultados indican
que en presencia de IL-13, no hay mediadores adicionales en la relajacion
producida por ACh y que el empeoramiento de la relajacion a ACh podria ser
debido a una disminucidn en la biodisponibilidad del NO.

Alteraciones en la sintesis y/o en el efecto del NO podrian explicar el
efecto depresor inducido por IL-13 en la vasodilatacion producida por ACh.
En un sistema de cocultivo, se observdé que las CMLs tratadas con IL-13
disminuyeron la expresiéon de eNOS en las células endoteliales (De Frutos y
cols., 1999). Ademas, TNF-a empeoro la estabilidad del mRNA de eNOS
(Yoshizumi y cols., 1993). Sin embargo, en el presente trabajo no se
observaron diferencias en la expresion de eNOS después del tratamiento con
IL-13. Por otro lado, las respuestas vasodilatadoras a NPS, donador exégeno
de NO, pero no a papaverina, farmaco relajante independiente de la
liberacion de NO, fueron empeoradas por IL-13, sugiriendo que el efecto de
la IL-13 es selectivo para la relajacidn mediada por NO.

El NO produce relajacion, entre otros mecanismos, estimulando a la
GCs, que a su vez aumenta los niveles de GMPc en la musculatura lisa

vascular. En nuestra situacion experimental, no encontramos diferencias ni
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en la expresion de la GCs ni en la vasodilatacion mediada por el analogo del
GMPc, 8-BrGMPc. Estos resultados excluyen cambios en la cantidad de
enzima o en la sensibilidad de musculo liso a la acciéon del GMPc, como
responsables del empeoramiento en las relajaciones a NO producido por IL-
13. De acuerdo con estos resultados, Tsuchida y cols. (1994) observaron que
las respuestas a 8-Br-GMPc no estaban alteradas por lipopolisacarido
bacteriano.

Las respuestas inflamatorias estan asociadas a incrementos en la
produccion de O, (Guzik y cols., 2003; Salvemini y cols., 2003). ElI O,"
formado puede inactivar al NO reduciendo la biodisponibilidad del mismo
dando lugar a disfuncién vascular (Hamilton y cols., 2002). Nuestros
resultados en AMRs muestran que la IL-13 incrementd significativamente la
formacién de O, en las tres capas de la pared vascular. En este sentido, se
ha observado que la presencia de lipopolisacarido incrementa la produccion
de O," en aorta de rata (Brandes y cols., 1999) y en arteria cerebral media
(Hernanz y cols., 2003). Basandonos en estos resultados, podemos
hipotetizar que una disminucion en la disponibilidad de NO inducida por un
exceso de O,” podria ser responsable de la disfuncidén endotelial observada
después del tratamiento con IL-13. El hecho de que la PEG-SOD, analogo

permeable a la membrana de la SOD, revirtiera el empeoramiento de la
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relajacion a ACh y el incremento en la produccion de O,7, apoya esta
hipotesis.

La incubacion con medio de cultivo produjo un efecto similar, aunque
menos severo, al producido por IL-13. Asi, en ausencia de IL-13, se observo
un pequeno incremento en la produccion de O,", que correlacionaba con el
desplazamiento hacia la derecha de la curva concentracion-respuesta a ACh
comparada con la curva concentracion-respuesta a ACh en vasos recién
extraidos del lecho vascular. De acuerdo con estos resultados, la incubacion
con PEG-SOD revirti6 de manera parcial, el empeoramiento de la relajacion a
ACh producido por la incubacién en el medio de cultivo. No podemos
descartar que en estas arterias pudiese existir dafio endotelial o cambios en
la sefalizacion para la ACh. Sin embargo, resultados previos en AMR de
ratas jovenes y viejas mostraron que la incubacion prolongada con IL-113 no
producia cambios ni en la distribucion ni en la integridad de las células
endoteliales (Briones y cols., 2005b) excluyendo cambios morfolégicos en
células endoteliales como responsables del empeoramiento en la relajacion
de ACh observada. Otros mediadores distintos del O, también podrian estar
participando en el empeoramiento de las respuestas a ACh observado en las
arterias incubadas en ausencia de IL-1R. En este sentido, Briones y cols.
(2005b) observaron en arterias incubadas en medio de cultivo, una gran

produccion de prostanoides contractiies que podrian participar en el
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empeoramiento de la relajacion endotelio-dependiente (Hernanz y cols.,
2004b). El origen de las alteraciones inducidas por el medio de cultivo no esta
claro. Un posible factor implicado podria ser la prolongada exposicion a
pequefias cantidades de lipopolisacarido en el medio de cultivo “estéril”
(McKenna vy cols., 1994). Por otro lado, se ha descrito que la incubacion de
las arterias en medio de cultivo podria originar la sintesis vascular de
citoquinas que podrian participar en la produccién de O,” (Newman y cols.,
1996). En esta linea, Wylam y cols. (2001) demostraron que el medio de
incubacion per se producia alteraciones en las respuestas vasculares
afiadidas a las inducidas por lipopolisacarido.

La NADPH oxidasa es una de las principales fuentes de O," a nivel
vascular que puede modularse por citoquinas o por estimulos inflamatorios
(Griendling y cols., 2000; Zalba y cols., 2001; Touyz y Schiffrin, 2004;
Brandes y Kreuzer, 2005). El inhibidor de la NADPH oxidasa, apocinina,
mejoro las respuestas a ACh y a NPS de vasos incubados en ausencia de IL-
113, apoyando la participacion de esta enzima en la produccién basal de O,".
Otros estudios han descrito que la NADPH oxidasa participa en la generacion
de O," inducida por TNF-a (Ungvari y cols., 2003) y en los cambios en la
vasoconstriccidon inducidos por lipopolisacarido (Hernanz y cols., 2003). En el
presente trabajo, la IL-1R aumento la expresion de p22°" y la produccién de

O,", de acuerdo con los resultados obtenidos en aorta de rata después del
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tratamiento con lipopolisacarido (Brandes y cols., 1999). Ademas, apocinina
mejoré el empeoramiento de las respuestas vasodilatadoras inducido por
NPS en presencia de IL-1B, sugiriendo la existencia de mayor
biodisponibilidad de NO. Sin embargo, este farmaco no modificd los efectos
de la IL-1R en la relajacion a ACh, descartando asi la participacion de la
NADPH oxidasa en este efecto.

La enzima xantina oxidasa puede también estar involucrada en la
produccion de O,~ (Cai y Harrison, 2000). En nuestro trabajo, la IL-11
incrementd la expresidon de xantina oxidasa, lo que corrobora los datos
obtenidos en aorta tratada con lipopolisacarido (Brandes y cols., 1999). La
participacion de esta enzima en la disfuncién arterial observada después del
tratamiento con IL-13 fue confirmada por el hecho de que el alopurinol: 1)
disminuyé el empeoramiento de la relajacion a ACh, 2) revirtio el
empeoramiento de la relajacién a NPS y 3) disminuyé la produccion de O,
En ACM, se ha demostrado que el alopurinol disminuyd el efecto del
lipopolisacarido en las respuestas a serotonina (Hernanz y cols., 2003). Por el
contrario, en arterias coronarias hiperhomocistinémicas, el alopurinol no
afecté al incremento en la generacion de O, (Ungvari y cols., 2003). En
condiciones control, este farmaco también mejoré el empeoramiento de la
relajacion a ACh y a NPS, apoyando la participacion de esta enzima en la

generacion de O,", en esta situacién experimental. Es dificil determinar si la

176



Capitulo Il

mejoria producida por el alopurinol sobre el empeoramiento de las respuestas
a ACh producido por IL-1R3 se debe a la inhibicién del O,” basal o a la
disminucion del O, inducido por IL-13. El hecho de que el alopurinol
disminuyera la produccion de O,” en arterias incubadas con IL-1 sugiere
que el efecto del alopurinol sobre las respuestas a ACh podria ser debido a
una disminucion en la produccion, tanto basal como estimulada, de O,".

La incubaciéon con IL-13 aumenté la expresion de INOS y la
produccion de nitritos. Estos resultados concuerdan con los descritos en AMR
de ratas jovenes y viejas incubadas con IL-1} (Briones y cols., 2005b).
Existen estudios que demuestran la participacion del NO generado por la
INOS en el empeoramiento de las respuestas relajantes dependientes de
endotelio inducidas por IL-13 o por lipopolisacarido en carétida de conejo
(Kessler y cols., 1997) y en ACM de rata (Hernanz y cols., 2004b). En arterias
tratadas con IL-1R, el inhibidor de la INOS 1400W, mejord la relajacidon
producida por NPS, pero no afecté al empeoramiento de la relajacién a ACh
producido por IL-1R. Estos resultados excluyen la participacion de la iNOS
sobre el efecto de IL-13 en la relajacién a ACh. Por otro lado, se ha sugerido
que el NO producido por citoquinas podria regular la formacion de especies
reactivas de oxigeno a través de la modulacion de los sistemas de
generacion de O,” como la NADPH oxidasa (Kaur y cols., 2004). Por tanto, si

este fuese el caso, disminuyendo la produccion de NO procedente de iINOS,
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podria disminuir la produccién de O, procedente de dichas fuentes
aumentando la biodisponibilidad de NO. Este mecanismo podria contribuir
por tanto, a mejorar el empeoramiento de las relajaciones a NPS inducido por
IL-13. Nuestros resultados parecen apuntar en esa direccién, dado que la
apocinina también mejoro el empeoramiento de la relajacion a NPS producido
por IL-1R3.

El hallazgo de que todos los inhibidores mejoraron el empeoramiento
de la vasodilatacion a NPS, pero sélo alopurinol fuese capaz de mejorar
parcialmente la relajacion a ACh en vasos incubados con IL-1R3 es
sorprendente. ElI NO sintetizado por la eNOS debe cruzar dos membranas
plasmaticas y el espacio entre el endotelio y el musculo liso antes de poder
activar a la GCs. Sin embargo, el NPS libera NO directamente a las CMLs,
por lo que este NO se encuentra mas proximo a la GCs que el NO derivado
de la ACh. En estas circunstancias, el NO endotelial seria mas susceptible a
la inactivacion por el O," producido, tanto en el musculo liso como en las
células endoteliales, que el NO que proviene del NPS, que seria faciimente
inactivado por el O," presente en las CMLs. Este hipotético mecanismo
ayudaria a explicar que la recuperacion de las respuestas inducidas por NPS
fuera superior a la recuperacion de las relajaciones inducidas por ACh,
cuando la cantidad de O," disminuye. Esta hipotesis ya fue sugerida por

Gunnett y cols. (2000) en arteria carétida de ratones IL-10-/-, para explicar los
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diferentes efectos del lipopolisacarido sobre las respuestas vasodilatadoras a
ACh y a NPS a pesar del incremento en la produccion de O,".

Estos resultados indican que la incubacion prolongada con IL-113
produce un exceso de O,", sintetizado principalmente por la xantina oxidasa y
en menor grado por la NADPH oxidasa, que juega un papel crucial en el
empeoramiento de las relajaciones mediadas por NO en AMRs. ElI O,”
formado podria unirse al NO produciendo ONOO, reduciendo asi la
biodisponibilidad de NO derivado del endotelio que, a su vez, participaria en
la disfuncion endotelial. Sin embargo, los efectos de la IL-13 no pueden ser
explicados unicamente por la disminucidon de la biodisponibilidad de NO. Se
sabe que las citoquinas actuan de manera sinérgica en la iniciacion de la
cascada inflamatoria dando lugar a la expresion de otras citoquinas,
receptores para citoquinas y genes que sintetizan varios mediadores, los
cuales pueden afectar a su vez a la funcién vascular (Vila y Salaices, 2005).
En este sentido, estd ampliamente descrito que varias enfermedades
cardiovasculares como la insuficiencia cardiaca congestiva, la
arterioesclerosis, el shock séptico, la diabetes, la hipertension y la isquemia-
reperfusion estan asociadas a niveles altos de citoquinas. Nuestros
resultados apoyan la participacion de la IL-13 como mediador de la disfuncion

endotelial que se describe en esta patologia vascular.
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Conclusiones

En base a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos

hemos agrupado las conclusiones en dos apartados:

A. La isquemia-reperfusion:

e Produce remodelado hipertrofico compensado en la ACM
ipsilateral debido a un aumento en su diametro externo
acompafado de un incremento en el grosor de la pared, en el AST
y en la relacion pared:luz.

¢ Aumenta el numero de células adventicias y el volumen de la capa
adventicia en ACMs ipsilaterales y contralaterales. Este aumento
es probablemente el responsable del incremento del tamafio de la
pared arterial. Los efectos observados en las arterias
contralaterales parecen indicar la participacion de alteraciones
sistémicas debidas a la isquemia focal.

e Disminuye el estrés de la pared de las arterias ipsilaterales como
consecuencia de la adaptacion geométrica que se produce para
compensar el posible aumento en la presion intravascular
producida después de la isquemia.

e Aumenta la elasticidad intrinseca de la pared en los vasos
ipsilaterales probablemente como consecuencia del aumento en el
tamano de las fenestras de la LEI.

e Produce una disminucion del tono miogénico tanto en los vasos
del lado ipsilateral como del lado contralateral. Uno de los factores
implicados en este empeoramiento podria ser el incremento de
0O,
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Estos mecanismos permitirian a las arterias adaptarse a los

cambios en el flujo sanguineo necesarios para reducir el dafio neuronal,

mejorando la irrigacion del cerebro después de un periodo de isquemia-

reperfusion

B. La incubacion prolongada de AMRs con IL-103:

184

No modifica ni la estructura ni la mecanica de la pared arterial.

Empeora las relajaciones dependientes de NO sin afectar a la
capacidad vasodilatadora general del vaso. EI empeoramiento de
la relajacion se debe, al menos en parte, a una disminucidn en la
biodisponibilidad del NO.

Aumenta la produccion de O, en la pared vascular que parece
estar sintetizado principalmente por la xantina oxidasa. Los O,~
producidos por accion de la xantina oxidasa son los principales
responsables de la disminuciéon en la biodisponibilidad del NO que
a su vez es la responsable del empeoramiento de las respuestas
relajantes mediadas por NO. Ademas nuestros resultados apuntan
a la NADPH oxidasa y a la iINOS como responsables adicionales

del empeoramiento de las relajaciones a NPS inducido por IL-1R3.
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