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Resumen

RESUMEN

El objetivo de esta Tesis ha sido caracterizar €l tejido adiposo perivascular (TA)
y su papel en laregulacion de lafuncion arterial en ratas hipertensas y prehipertensas de
la cepa SHR. En relacion con este objetivo se ha caracterizado también el efecto
vasodilatador de la leptina y se ha cuantificado la expresion génica del sistema renina-
angiotensina (SRA) en el TA.

Hemos encontrado que las ateraciones en la cantidad y la funcion del TA
pueden contribuir a incremento de la resistencia vascular periférica. La cepa SHR
presenta una menor cantidad de TA mesentérico, adipocitos mas pequefios y un menor
contenido de lipidos totales y de leptina que la cepa WKY, utlizada como control en
este estudio. La menor cantidad de TA facilita la contraccion en las arterias
mesentéricas, probablemente debido a un menor efecto paracrino del TA perivascular y
a una menor liberacién de ADRF. A la edad de 4 semanas, la cepa SHR prehipertensa
ya presenta una menor cantidad de TA perivascular que la cepa WKY . Esta diferencia
no modificala presion basal de perfusion ni la respuesta contractil a KCI. Sin embargo,
el efecto anti-contractil de la grasa perivascular en respuesta a vasoconstrictores es ya
menor en la cepa SHR prehipertensa. Estos resultados sugieren que las alteraciones en
la cantidad y funcién del TA perivascular son anteriores a establecimiento de la
hipertension y pueden contribuir desarrollo y mantenimiento de la presion arterial
elevadaen lacepa SHR.

Por otro lado la cepa SHR presenta niveles de leptina plasméticos y
mesentéricos menores que la cepa WKY . Se ha observado una correlacion positiva entre
los niveles plasméticos de leptina y la cantidad de TA blanco. Ademas, la
vasodilatacién inducida por leptina en la aorta y en la arteria mesentérica superior es
menor en SHR. Esta diferencia no se debe a una menor expresion de la forma larga del
receptor Ob-Rb de leptina ni a una menor activacion de la via de sefidizacion
intracelular del receptor Ob-Rb. Estos resultados demuestran que la menor cantidad y
efecto vasodilatador de la leptina en SHR podrian contribuir a incremento de la presion
arterial en esta cepa. Ademas, e hecho de que la expresion de la forma corta del
receptor de leptina (Ob-Ra) sea més baja en |a aorta de SHR sugiere un papel a nivel

vascular de este receptor.



Resumen

Ademas, se ha caracterizado de forma comparativaen SHR y WKY la expresion
génica de los componentes del SRA en € TA marrén y blanco perivascular. Hemos
detectado que la expresion del SRA es diferente entre los TA analizados y también entre
ambas cepas. El hecho més relevante es que la expresion génica de los receptores AT, y
AT,, asi como la concentracion tisular de angiotensina Il (Angll), son mas elevadas en
en e TA mesentérico. Ademas el SRA estaregulado alabajaen el TA periadrtico de la
cepa SHR. Estos datos sugieren que el SRA del TA perivascular podria tener un efecto
paracrino en la regulacion del tono vascular. Otro papel del SRA podria ser la
regulacion autocrina de la cantidad de TA perivascular. De hecho, la Ang |1 se puede
considerar como un factor adipogenico, tréfico, implicado localmente en e crecimiento,
diferenciacion y lipogenesis del TA, asi como en la secrecién de adipoquinas.



Summary

SUMMARY

The aim of this study is to characterize perivascular adipose tissue (PVAT) as
well as its role in regulating vascular function in hypertensive and prehypertensive
spontaneously hypertensive rats (SHR). We have aso characterized the vasodilator
effect of leptin and we have quantified gene expression of the renin-angiotensin system
(RAS) in periaortic and mesenteric AT by means of RT-PCR.

We have shown that alterations in the amount and function of perivascular AT
may contribute to the increase of peripheral vascular resistance. SHR shows a lower
amount of mesenteric PVAT, smaller adipocytes and lower total lipid content and leptin
than WKY rats. The lower amount of PVAT improves vasoconstrictor responses of
mesenteric arteries, may be due to a minor paracrine effect of PVAT. Four-week old,
prehypertensive SHR aready exhibit a lower amount of PVAT than WKY. This
difference does not modify basal perfusion pressure or the vasoconstrictor response to
KCI. However the anticontractile effect of PVAT in response to vasoconstrictor agents
is aready lower in prehypeprtensive SHR. These results suggest that alteration in the
amount and function of PVAT are previous to hypertension establishment and might
contribute to the development and maintainance of hypertension in SHR.

On the other hand, SHR show lower plasma and mesenteric leptin levels than
WKY. We have detected a positive correlation between plasma leptin levels and the
amount of PVAT. Leptin-induced vasodilatation was lower in aorta and superior
mesenteric artery from SHR. This difference is not due to a down-regulation of the long
form of leptin receptor (Ob-Rb), neither to a desensitization of Ob-Rb signalling
pathways. These results suggest that the minor effect of leptin in SHR, might contribute
to the hypertensive state in this strain. In addition, the short form of leptin receptor (Ob-
Ra) was down-regulated in SHR, suggesting a vascular role for this receptor.

We have aso carried out a comparative study to analyze differentia gene
expression of all componets on the RAS white and brown PVAT. We have detected a
different expression between adipose tissues and also between strains. The most
relevant finding is that gene expression of AT1a and AT receptors as well as the tisular
concentration of angiotensin Il (Ang I1) are higher in the mesenteric PVAT. In addition
RAS is downregulated in periaortic adipose tissue from SHR. These results suggest
that PVAT RAS might have an effect in the regulation of vascular tone. RAS might also



Summary

regul ate the amount of PVAT. In fact Angll is considered an adipogenic, trophic factor,
imvolved in growth, differenciation and lipogenesis of adipose tissue as well as in

adipokine release.
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I. HIPERTENSION ARTERIAL

Lapresion arterial o tension arterial es la presion que gerce la sangre contra la
pared de las arterias. Esta presion es imprescindible para que circule la sangre por los
vasos sanguineos y aporte el oxigeno y los nutrientes a todos los 6rganos del cuerpo
para que puedan funcionar. Cuando existe una elevacion permanente de la presion
arterial se habla de hipertension arterial (HTA).

El Séptimo Informe del Joint National Comitée sobre Prevencion, Deteccion,
Evaluacion y Tratamiento de la Hipertension Arterial (JNC 7; Chobanian y cols., 2003)
ha definido como hipertensiéon en la poblacion adulta (mayores de 18 afios) cuando se
detectan cifras mantenidas de presion arterial sistdlica (PAS) por encima o iguales a 140
mm Hg y de presion arterial diastélica (PAD) iguales o superiores a 90 mm Hg.
Ademas, define como prehipertensién presiones entre 120/80 mm Hg y 139/89 mm Hg,
para identificar personas con alto riesgo de desarrollar hipertension. Es en este estadio
donde se deben revertir los habitos dietéticos y fisicos, a través de modificaciones en €l
estilo de vida, para prevenir la hipertension, debido a que los prehipertensos tienen més

probabilidades de tener eventos cardiovasculares que 10s hormotensos.

Definicion y clasificacion de la HTA

Categoria Sistdlica Diastélica
[mmHg] [mmHg]
Optima <120 <80
Prehipertension 120 - 139 80-89
Hipertension
Estadio 1 140 - 159 90 - 99
Estadio 2 = 160 =100
Diabéticos * = 135 = 85
Sistdlica aislada > 140 <90

Tabla 1: Clasificacién de la HTA para adultos mayores de 18 afios. Modificado del JNC 7. * Diabetes tipo 1y 2.



Introduccion general

La HTA es un factor de riesgo importante para las principales complicaciones
cardiovasculares, como la cardiopatia isquémica, los accidentes cerebrovasculares y la
insuficienciarenal.

En Espana la prevalencia de HTA en adultos es de aproximadamente un 35%
(llegaa 40% en edades medias, y a 68% en los mayores de 60 afios) y afecta a unos 10
millones de sujetos adultos (Sociedad Espafiola de Hipertension-Liga Espafiola para la
Lucha contrala Hipertension Arterial: SEH-LELHA, 2002).

La HTA aparece tanto en nifios como en ancianos, aunque es mucho mas
frecuente en el anciano que en la poblacion joven. No existe un valor tnico como limite
de normalidad en €l nifio. La presion arterial en lainfancia es un parametro variable. Por
este motivo se utilizan tablas de referencia de los valores de presion arterial, siendo las
mas utilizadas internacionamente las de la Task Force for Blood Pressure in Children,
publicadas en 1987 y modificadas en 1996, que tienen en cuenta, ademés de laedad y €
sexo, el tamafo corporal (SEH-LELHA 2002).

El anciano tiene un riesgo més elevado de padecer |as complicaciones vasculares
gue los jovenes hipertensos. angina de pecho, infarto de miocardio, insuficiencia
cardiaca, hemorragia o trombosis cerebrales y la insuficiencia renal. Esto es debido a
gue con la edad las arterias pierden elasticidad, se hacen mas rigidas y, por tanto, tienen
menos capacidad para adaptarse a altas presiones, 10 que hace que puedan romperse u
obstruirse con mayor facilidad. Por otro lado, €l corazén del anciano tiene menos
capacidad de soportar €l aumento de trabajo que le supone la hipertension arteria y por
tanto mas posibilidad de volverse insuficiente. También, en e anciano con la tensién
alta, e rifion se afecta con mayor celeridad que en e joven, disminuyendo su capacidad
defiltracion (SEH-LELHA 2002).

1.1 Tipos de hipertension

Existen dos tipos de hipertension. Més del 90% de los casos no tiene una causa
anica ni conocida y por eso se denomina hipertension arterial esencial, primaria o
idiopética. Eslagque padece la gran mayoria de los pacientes.

En € origen de la hipertension arteria esencial estén implicados factores
genéticos y ambientales que por distintas vias alteran € equilibrio de las sustancias
reguladoras del tono vascular. Como consecuencia de ello se altera la regulacion del

tono vascular con predominio de la vasoconstriccion sobre la vasodilatacion, 1o que se
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traduce en un aumento de las resistencias periféricas. El resultado de ese aumento de las

resistencias periféricas es laelevacion de la presion arterial.

Aungue la hipertension esencial es de origen desconocido, se han establecido

algunos de los factores que contribuyen a su desarrollo y mantenimiento. Entre ellos se

encuentran:

Base genética

Estrés
Obesidad/sobrepeso
Resistenciaalainsulina
Ingesta el evada de al cohol
Edad, sexo y raza

Estilo de vida sedentario
Ingesta bagja de potasio
Ingesta baja de calcio

Ingesta elevada de sal en pacientes sensiblesalasa

En un pequefio grupo, puede identificarse una causa, a veces tratable,

responsable del aumento de las cifras de presion arterial. Se trata de la hipertension

arterial secundaria, cuyas posibles causas se enumeran a continuacion:

Hipertension de origen renal: Pielonefritis cronica, glomerulonefritis
aguda o cronica, poliquistosis renal, estenosis vasculorrenal, nefropatia

diabética, tumor renal, otros,...

Hipertension de origen endocrino: Sindrome de Cushing,
hiperaldosteronismo primario, feocromocitoma, hipo/hipertiroidismo,
hiperparatiroidismo, acromegalia, hipercalcemia,....

Hipertension de origen neurologico: Apnea del suefio, sindrome
diencefdico, disfuncién del sistema nervioso auténomo, poliomielitis,
polineuritis,...

Hipertension de origen farmacolégico: Anticonceptivos orales
(estrogenos), simpaticomimeéticos, antidepresivos triciclicos, intoxicacion
por talio, antiinflamatorios no esteroideos, corticoides, ciclosporina A,

eritropoyeting, ...
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= Hipertension de origen psicogeno: Estrés, traumatismo craneal severo.
= Aumento del volumen intravascular: Transfusiones, Policitemia,

= Alteraciones vasculares: Coartacion de aorta, fistula arteriovenosa,
insuficiencia adrtica
= Hipertension relacionada con la gestacion

* Hipertension relacionada con sustancias de abuso: acohol, cocaina...

II. PATOGENIA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL ESENCIAL

La presion arterial sistémica media (PAm) esta determinada por e gasto
cardiaco (GC) y las resistencias vasculares periféricas (RP) y responde basicamente ala
ecuacion: PAm= GCxRP. Ademés del GC y RP, otros dos factores directos son la
impedancia (resistencia vascular al flujo) y e volumen arterial diastdlico. EI GC
depende del volumen sistélico y de la frecuencia cardiaca (FC). A su vez, € volumen
sistélico varia segun la contractilidad cardiacay el retorno venoso. Por su parte, las RP
estan reguladas por factores nerviosos, humoralesy locales (Dustan, 1990).

La resistencia vascular sistémica es la resistencia de friccion a flujo de sangre
producida por todos los vasos. Entre los distintos segmentos del arbol vascular, los que
tienen una importancia relativa mayor son las arterias pequefias y las arteriolas con
diametros inferiores a 500 um (Christensen y Mulvany, 2001). Su contribucién a la
resistencia vascular periférica es aproximadamente de un 70%.

Seguin la ley de Poisedille, la resistencia (R) que ofrece el paso de la sangre a
través de un vaso depende de la viscosidad de la sangre (), de lalongitud del vaso (L)
y, del radio (r), de acuerdo con lasiguiente formula: R= 81 L/x r*.

Dado que la resistencia es inversamente proporciona ar*, el radio de los vasos
es e determinante principal de la resistencia vascular sistémica. Por lo tanto, pequefias
variaciones en laluz del vaso ocasionan cambios relativamente grandes en laresistencia
vascular. Estos cambios pueden deberse a la contraccion y relgjacion del masculo liso
de las paredes, o bien a cambios en la estructura vascular.

La caracteristica hemodinamica fundamental de la hipertension esencial es el
aumento persistente de la resistencia vascular (Bund y Lee, 2003), que se puede
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alcanzar a través de diferentes vias. Estas pueden converger tanto en el engrosamiento
estructural de la pared como en la vasoconstriccion funcional (Kaplan, 2003). Esta
alteracion también la presentan algunos model os animales de hipertensién como la rata
espontdneamente hipertensa (SHR) (Folkow y cols., 1970) y la rata Dahl sensible a la
sal (Folkow, 1982, Boegehold, 1993; Dickhout y Lee, 2000).

La reduccién del didmetro de los vasos de resistencia puede ser debido a una
alteraciéon funcional —por incremento del tono intrinseco vascular, incremento en la
carga neurohormonal o por mayor sensibilidad vascular-, a una alteracion mecanicao a
un cambio estructural -remodelado vascular- (Intengan y Schiffrin, 2000). Este tipo de
alteraciones, a su vez, dependen del modelo animal, de la edad, asi como del lecho
vascular objeto de estudio (Bund y Lee, 2003).

Los cambios en el GC y RP dependen de la interaccion de diversos sistemas que
actlan interrelacionados entre si. El sistema nervioso autonomo, especialmente el
sistema nervioso simpético, juega un papel importante en € control circulatorio
actuando sobre el tono vascular o por mecanismo reflgo, responde a baroreceptores
aorticos y carotideos liberando noradrenalina (NA) en las terminaciones nerviosas
produciendo vasoconstriccion y aumento de la FC. Participa en e gjuste rgpido de la
presién arterial. La reserva corpora de sodio y liquido extracelular, regulan la presion
arterial a largo plazo. El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) participa en
laregulacion del balance hidroelectrolitico, volumen plasmético y RP y se encuentra en
la patogénesis de la HTA. La angiotensina Il (Ang Il), bien directamente, o
indirectamente mediante la produccién de otros factores vasoconstrictores como
catecolaminas, endotelina y tromboxano Az (TXAz) produce un aumento de las
resistencias periféricas y por tanto, de la presion arterial (Lahera y cols., 2000).
Hormonas locales como las prostaglandinas, endotelinas, e factor natriurético atrial, el
oxido nitrico (NO), bradikininas y otros péptidos, como la leptina de la que se hablara
en el capitulo |1, también influyenen el GC y las RP.

La hipertension esta asociada con un incremento del tono simpético y cambios en
la respuesta vascular, como la disminucion de la relgjacién dependiente de endotelio o
el aumento de la respuesta a vasoconstrictores como la Ang |1, las caecolaminas o la
endotelina (Marin, 1993; Mattei y cols., 1997; Marin y Rodriguez-Martinez, 1997).
Ademas, la hipertension es considerada una enfermedad inflamatoria crénica (Virdis y

Schiffrin, 2003), con niveles vasculares y circulatorios elevados de citoquinas pro-
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inflamatorias (Wu y cols., 1996; Chou y cols., 1998; Sanz-Rosay cols., 2005), aumento
de la expresiéon vascular de la ciclooxigenasa 2 (COX- 2 ) (Henrion y cols., 1997;
Garcia-Cohen y cols., 2000; Briones y cols., 2002; Tomiday cols., 2003) y activacion
del factor de transcripcion NF-kB (Sanz-Rosa y cols., 2005). Ademas, los
productos contréctiles de la COX-2 pueden contribuir a la disfuncion endotelia
(Widlansky y cols., 2003) y a incremento de la respuesta vasoconstrictora (Zerrouk y
cols., 1998) descritaen laHTA.

En la siguiente figura se esquematizan los diversos mecanismos que pueden

participar en lafisiopatologiade laHTA.

Aparte Reduccion Esirés Alferacidn Obesidad Faclores
ETIOLOGICOS cxcosio dal numero gengfica derivados di
ae sodio de nefronas endolefio
Retencidn Disminucion  Hiperaclividad Exceso de Alteracidon de Hiper-
renal de-%—— dela nerviosa ==  [enina- la membrana  insulinemia
R 50cio superficie de  simpatica angictensina celular

_I_l ;Itrac it N N\ B

Volemia Constriccion
venosa

Y Yy

Precarga Contractilidad Caonstriccion Hipertrofia
funcional astructural

| |
Y Y

PA = GC X RP
DETERMINANTES Hipertenslén = Aumento del GC ylo Aumento de la RP

|— Auforregulacion #

Figura 1: Factores que influyen en el control de la presion arterial. Tomado de Maicas y cols., 2003.

2.1. La rata SHR como modelo animal de hipertension

Larata SHR es un modelo animal frecuentemente utilizado para el estudio de la
hipertension esencial. La cepa SHR fue desarrollada por € grupo de Okamoto mediante
la seleccion y el cruce de ratas Wistar Kyoto (WKY) que presentaban una elevada
presion arterial (Okamoto y cols., 1963).
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La cepa WKY se establecio en 1971 como control normotenso. Se desarroll6 a
partir de una colonia Wistar Kyoto a través del cruce entre hermanos (Kurtz y
cols., 1987). El grado de diferencia genética entre la SHR y la WKY es sustancial, en
un grado comparable con la maxima divergencia que existe en e hombre entre
individuos no relacionados (St Lezin y cols., 1992: Johnson y cols., 1992, para revision
Doggrell y Brown, 1998).

Larata SHR es un modelo adecuado para € estudio de la hipertension esencial
humana porgue presenta diversas similitudes, que incluyen una predisposicion genética
aunaelevada presion arterial sin una etiologia conocida, un incremento de laresistencia
total periférica sin una expansion de volumen y una respuesta similar a tratamiento
farmacol 6gico (Frohlich, 1986; Dickhout y Lee, 1998). Estudios realizados in vivo han
mostrado que en las primeras fases de la hipertension, la rata SHR presenta un
incremento del gasto cardiaco sin cambios en la resistencia periférica. Cuando la SHR
progresa a una situacion de hipertension establecida, €l gasto cardiaco retorna a valores
normales, incrementandose la resistencia periférica total (Smith y Hutchins, 1980), de
formasimilar alo que sucede en el ser humano (Palatini y Julius, 1997).

Ademas, la rata SHR se usa como modelo de hipertensién humana establecida
porgue sigue la misma progresion que los pacientes hipertensos, con una fase de pre-
hipertension, seguida por una fase de desarrollo y un periodo donde |a hipertension esta
establecida. Estos periodos en larata SHR tienen una duracion de varias semanas |o que
permite su estudio (Folkow, 1993). El periodo de desarrollo de la hipertension difiere
entre la rata SHR y la hipertension humana porque en este modelo la elevacion se
produce a edades tempranas mientras que en los pacientes hipertensos el desarrollo se
produce generalmente en un periodo intermedio de su edad adulta.

Como ocurre en € ser humano, la hipertension se desarrolla més rapidamente en
ratas macho que en hembras llegando a ser también més severa (lamsy Wexler, 1979).

En la rata SHR se ha observado una sobre-expresiéon de la accion de un factor
constrictor como prostaglandina H, (PGH,) o TXA, y un incremento de los radicales
libres de oxigeno (ROS) que mermarian el efecto del NO. También se ha observado un
aumento de la respuesta a noradrenalina (Dickhout y Lee, 1997), Ang Il (Schiffrin y
cols., 1993) y un mayor tono miogénico (Luscher y cols, 1986; Deng y cols., 1992;

|zzard y cols., 1996). Otros autores han observado una reduccion de la relgacion
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producida por acetilcolina (Ach) o por € flujo relacionando estas alteraciones con €l
NO.

Ademas en larata SHR se ha observado un incremento de la rigidez de la pared
arterial mesentérica, que reduce la distensibilidad vascular, originado por un aumento en
la deposicion de colageno o por un incremento de la relacion colégeno/elastina o a
ambos (Sharifi y cols., 1998; Intentan y cols., 1999b). También se ha propuesto que €l
incremento en la rigidez de las arterias de resistencia es debido a una alteracion de la
organizacion de la elastina en la lamina el astica interna. Por o tanto, aunque la elastina
€s una proteina minoritaria en estos vasos, desempefia un papel esencial en €
mantenimiento de la estructura vascular y en las propiedades mecanicas de las arterias
de resistencia (Brionesy cols., 2003).

III. SISTEMA CARDIOVASCULAR E HIPERTENSION ARTERIAL

El sistema vascular participa de forma decisiva en e mantenimiento de la
homeostasis vascular, ya que los vasos sanguineos no son simples conductos que
transportan la sangre y con ella los nutrientes y el oxigeno a los tejidos, sino que las
distintas estructuras que componen la pared vascular participan activamente en
importantes funciones fisiolégicas que van a regular tanto el tono vasomotor, como €l
crecimiento de las células del musculo liso, los procesos de agregacion plaquetaria y
coagulacion, la permeabilidad o las interacciones de los leucocitos con la pared

vascular.

3.1 Estructura de la pared vascular

Desde un punto de vista histolégico la organizacion basica de la pared arterial
esta formada por tres capas celulares o tunicas dispuestas de manera concéntrica: una
capa externa o tunicaadventicia, una capa intermedia o tinica mediay una capainterna
o tunica intima. La separacion de estas tres capas contiguas esta definida por una ldmina
el astica interna continua, que separa la tunica intima de la tanica media 'y por lalamina
elastica externa fragmentada, que marca la frontera entre la tinica media y la tunica

adventicia
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La tanica adventicia separa €l vaso sanguineo de los tegjidos adyacentes.
Contiene las terminaciones nerviosas perivasculares que llegan a vaso sanguineo y
gjercen sobre éste el control nervioso. La proporcién de pared ocupada por la adventicia
es variable seguin el lecho vascular, siendo reducida en las pequefias arterias cerebrales y
mayor en las grandes arterias (Mulvany, 1986). La adventicia estd constituida,
principalmente, por haces de coldgeno orientados longitudinalmente, fibroblastos,
mastocitos, macréfagos, asi como por una red laxa de fibras elasticas delgadas por
donde penetran las terminaciones nerviosas y los capilares (vasa vasorum). En los
lechos mesentérico y rena de la rata, la densidad de los nervios dentro de la pared
vascular aumenta conforme disminuye el didmetro del vaso, desde aproximadamente el
1% en las arterias pequefias proximales, al 3 % en las distales (Lee y cols., 1983a).

Esta capa participa de forma directa en la modulacion de la funcion vascular
(Gonzdlez y cols, 2001). Los neurotransmisores liberados de las terminaciones
nerviosas simpaticas y vagales modulan el tono vascular. Ademés, estos pueden actuar
cOmMo un mecanismo compensatorio, cuando la funcion endotelial esta alterada
(Gutterman, 1999). También modula la respuesta a agentes vasoconstrictores como la
Ang Il, a mediar la liberacion de NO endotelia a través de la activacion de los
receptores AT, delaAng Il presentes en esta capa (Somozay cols., 2005).

Ademas, la adventicia juega un papel muy importante en procesos como la
aterosclerosis y la hipertension. La sensibilidad de los fibroblastos de la adventicia a
estimulos locales implicados en la produccién de NAD(P)H oxidasa, generada por las
especies reactivas de oxigeno, podria afectar la funcion de la pared vascular, incluyendo
ladisfuncion endotelial y laproliferacion de las células de musculo liso vascular (Rey y
cols., 2002).

La tanica media esta constituida fundamentalmente por células de musculo liso
vascular fusiformes que se disponen en espira o circularmente formando varias capas
alrededor de la circunferencia del vaso y que contienen filamentos de actinay miosina,
a igua que e musculo estriado EI nimero de capas de células musculares lisas dentro
de la media de las arterias se reduce a disminuir su didmetro. Esta capa también esta
compuesta por haces de colageno, fibras elésticas y otros componentes de la matriz
extracelular intersticial. Ademas, en esta capa es donde se localizan los receptores de

multitud de neurotransmisores, factores locales y hormonas. Las células musculares se
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contraen o relgjan en respuesta a diversos estimulos, de esta forma reducen o aumentan
el didmetro interno de la pared vascular, regulando asi, €l flujo sanguineo.

La matriz extracelular estéd formada por fibras de elastinay colageno, las cuales
se encuentran en un gel compuesto por é&cido hialurénico, glucoproteinas,
proteoglicanos y agua. La funcién de la elastina es dotar a vaso sanguineo de
elasticidad, mientras que e colageno mantiene la forma de la pared vascular a pesar de
lapresion intralumina gjercida por la sangre (Rhodin, 1980). Por todo €ello, lamatriz es
un componente de gran importancia en ladistensibilidad arterial.

La tanica intima 0 endotelio se encuentra en contacto directo con la sangre.
Esta constituida por una monocapa de células endoteliales unidas firmemente entre si,
con su ge mayor orientado longitudinamente respecto a la direccion del flujo
sanguineo y por una membrana basal. Las superficies endoteliales luminales pueden
formar arrugas que se proyectan dentro de la luz del vaso, ademas de las ondulaciones
endoteliales observadas durante la contraccion (Greensmith y Duling, 1984). Se ha
observado que las células endoteliales se proyectan frecuentemente a través de
fenestraciones de la lamina elastica interna y pueden hacer contacto con las células
musculares lisas vasculares dentro de la tinica media (Carlson y cols., 1982). El
conjunto de las células endoteliales forma el endotelio, tejido de gran importancia en la

regulacion del tono vascular.

ndotelio

iy Media

Inervacion
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3.2 El endotelio y la regulacion del tono vascular

Actuamente es considerado € principd 6rgano de regulacion vascular con
accion paracrina, autocrina y endocrina que esta implicado en diversos procesos
vasoactivos, metabdlicos e inmunes (Feletou y Vanhoutte, 2006). Para que el endotelio
pueda gjercer todas estas funciones es necesaria la integridad anatémicay funcional del
mismo.

El endotelio vascular esta situado en una posicion anatomica estratégica entre la
sangre y la pared vascular que le permite actuar como receptor y transmisor de sefiales
entre la sangre y el musculo liso vascular. Las células endoteliales son capaces de
detectar variaciones de tipo mecanico como cambios hemodinamicos de la presion o las
fuerzas de cizallamiento de la sangre, quimico como la presion de oxigeno, humorales
como las modificaciones de los factores circulantes o locales y cambios en sus
interacciones con las plaguetas o los leucocitos. El endotelio va a traducir dichas
modificaciones respondiendo a ellas mediante la sintesis y liberacion de numerosos
factores biol6gicamente activos que van a regular la angiogénesis, las respuestas
inflamatorias, la hemostasis, asi como € tono y la permeabilidad vascular (Feletou y
Vanhoutte, 2006).

Entre estos cabe destacar distintos factores vasoactivos como la prostaciclina
(PIGy) €l NO, e factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), & TXA,, la
prostaglandina H. (PGH2), o la endotelina-1 (ET-1). Asi como distintas especies
reactivas de oxigeno (aniones superoxido e hidroxilo, o peréxido de hidrogeno), de
diversos factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante 3 (TGFp),
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), €l factor de crecimiento similar ala
insulina (IGF-1), el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) o € factor de
crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF), heparinoides, e activador del
plasmindgeno tisular (t-PA), € inhibidor del activador del plasmondgeno-1 (PAI-1),
quimiocinas, interleucinas, moléculas de adhesién de monocitos (ICAM-1, VCAM-1,
ELAM o E-selecting) y otros.

De estaforma, la organizacion de la pared del vaso, hace posible, por una parte,
la modulacion por las células endoteliales de 1a respuesta de contraccion-relgjacion o de
los procesos de crecimiento de la capa muscular adyacente. Por otra parte, permite al

endotelio interaccionar con la sangre regulando la adhesion de las células sanguineas a
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la pared y los procesos de agregacion plaquetaria 'y coagulacion a traves de las acciones
vasodilatadoras, antiagregantes y antiproliferativas de los factores como la PGl,, e NO
o el EDHF, y de las acciones vasoconstrictoras, proagregantes y proliferativas de los
factores como el TXA,, la PGH,, la ET-1, los radicales libres, los factores de

crecimiento o las moléculas de adhesion (Gibbons, 1997; Haller, 1997).

Las variaciones en € flujo sanguineo producen una deformacion mecanica de la
membrana endotelial. En esta situacion, las células endotelidles actlan como
barorreceptores locales que regulan los cambios en la presion y controlan el diametro
arterial. La vasodilatacion dependiente del flujo sanguineo estd relacionada con la
activacion de canales de potasio que, a su vez, producen la liberacion de NO (Cook y
cols., 1991).

Las células endoteliales, sobre todo en vasos de pequefio calibre, también se
comportan como sensores fisiolégicos de los cambios en la tensién de oxigeno.
En situaciones de hipoxia estas células no sdlo liberarian NO (Pohl y cols., 1988;
Anggard, 1992), sino también endotelina, agente vasoconstrictor derivado del endotelio

(Kourembanasy cols., 1991), contribuyendo de estaformaalaregulacion local del vaso
sanguineo.

Los factores endoteliales que modulan larelgjacion y la contraccion del musculo
liso vascular se clasifican en tres grupos. factores relgantes derivados de endotelio,
como la PGl;, e NO, factores contractiles derivados de endotelio, como los
endoperoxidos, e TXA,, los radicales libres de oxigeno (ROS), la Ang Il y la
endotelina y en factores hiperpolarizantes derivados de endotelio (EDHF) (Pearson &
Vanhoutte, 1993; Vanhoutte, 1996). En algunas situaciones patoldgicas, como por
giemplo, la hipertensién, existe una menor respuesta rel ajante dependiente de endotelio
(Vanhoutte y cols., 2005). Esta menor respuesta relgjante observada en las arterias de
resistencia de ratas SHR se ha propuesto que puede deberse a una disminucion de la
liberacion de factores relgjantes derivados de endotelio (Grunfeld y cols., 1995), a un
incremento en la liberacion de los factores contréctiles (LUscher & Vanhoutter, 1986;
Watt & Thurston, 1989; Diederich y cols., 1990) o una reduccién en la liberacion de
EDHF (Fujii y cols 1992, 1993; Sunano y cols., 1999). Por tanto, desequilibrios en la
liberacién de estos factores pueden ocasionar cambios en la presion arterial sistémica.
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La influencia de estos factores endoteliales en la regulacion del tono vascular
varia en funcién del tipo de vaso sanguineo (Pearson y Vanhoutte, 1993; Vanhoutte,
1989; Nagao y cols., 1992). Asi, en las arterias de conduccion como la aorta y la arteria
pulmonar, la relaacion dependiente de endotelio estd mediada principalmente por e NO
y en las arterias de resistencia (lecho vascular mesentérico), €l principa responsable de
la respuesta relg ante es el EDHF (Hwa y cols., 1994; Shimokawa y cols., 1996;
Tomioka y cols., 1999; Nagao y cols, 1992, Le Marquer-Domagala y Finet, 1997;
Garland y cols., 1995). Una situacion intermedia se observa en la arteria coronaria
descendente donde tanto el NO como el EDHF participan en la respuesta relgjante a la
acetilcolina, siendo el NO €l principal mediador de esta relajacion (Maeso y cols.,
1998). La contribucién relativa de los factores relgjantes derivados del endotelio varia
en funcién del agente vasodilatador que se considere. Asi, en la vasorrelgjacion inducida
por un agonista B-adrenérgico como €l isoproterenol, €l principal factor que media su
relgjacion es e EDHF, jugando € NO un papel secundario (Vazquez-Pérez y cols.,
2001). Todo esto sugiere que la participacién relativa de los factores endoteliales que
inducen la relgjacion producida por los vasodilatadores dependientes de endotelio es
diferente en funcion del mecanismo de transduccion activado por ellos. Por lo tanto, y
en funcién del lecho vascular, la disfuncion endotelial puede ser consecuencia de
ateraciones en la disponibilidad no sdlo de NO sino también de EDHF. Entre estos
factores existe un equilibrio, de tal manera que en aguellas circunstancias que se
produce una modificacion, bien por aumento o disminucion, en uno de ellos va a ser

compensada, a menos parcidmente, por los otros.

3.2.1 Disfuncion endotelial

Las ateraciones estructurales y/o funcionales del endotelio vascular estén
presentes en numerosas situaciones patol bgicas, entre las que se incluye la hipertensién
arterial. De forma general, se puede definir la disfuncién endotelial como una serie de
alteraciones que afectan la sintesis, la liberacion, la difusion o la degradacion de los
diversos factores derivados del endotelio (Haynes y cols., 1998; Mombouli y cols.,
1999; Poredos, 2002; Lahera y cols., 2003). Los mecanismos responsables de dichas
alteraciones pueden ser originados tanto por cambios a nivel de los receptores como de
las sefiales intracel ulares de transducion, o incluso por modificaciones en la respuesta de

las células diana de dichos factores. La disfuncion endotelial no es homogénea en sus
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caracteristicas y su distribucion, varia en funcion de la patologia asociada, asi como con
el lecho vascular que se considere (Puddu y cols, 2000; Laheray cols., 2003; Feletou y
Vanhoutte, 2006).

El principal mecanismo inductor y mediador de la disfuncién endotelial en
pacientes con hipertensién esencial es la presion arterial elevada, responsable de un
incremento de las fuerzas de cizallamiento sobre las células endoteliales vasculares, que
deriva finamente en una ateracion en la produccion de los factores producidos por €l
endotelio (Laheray cols, 2003).

La disfuncion endotelial en un sentido amplio se caracteriza por: 1) una
ateracion de la regulacion del tono vasomotor, con una respuesta vasodilatadora
dependiente de endotelio reducida (Vanhoutte, 1996) o una mayor respuesta
constrictora dependiente o independiente de endotelio y donde las especies reactivas de
oxigeno juegan un papel determinante; 2) una tendencia a crecimiento de la pared
vascular que puede ser debido a un aumento del nimero y/o tamafio de las células
musculares lisas y/o fibroblastos, una disminucion de la apoptosis de éstas y/o un
aumento de la sintesis de matriz extracelular; 3) un incremento en la permeabilidad del
endotelio, con la consiguiente pérdida de la funcién de barrera selectiva para diversas
particulas y macromoléculas; 4) un aumento de la adhesion de leucocitos debido a la
sobre-expresion de moléculas quimiotacticas y de adhesion, junto con una respuesta
elevada a citoquinas y liberacion de mediadores inflamatorios; 5) una mayor tendenciaa
la agregacion plaguetaria y a la adhesion de éstas a las células endoteliales; 6) una
mayor tendencia ala coagulacion y una fibrinolisis ineficaz,, aumentando €l riesgo de
trombosis. Todo ello conlleva una elevacion de las resistencias vasculares periféricas
totalesy a mantenimiento o agravamiento de la hipertension arterial.

En las ratas SHR la disfuncion endotelial es atribuida en parte a un predominio
de las respuestas contréactiles dependientes de endotelio (Luscher & Vanhoutter, 1986),
la produccion de especies reactivas de oxigeno, la activacion de la ciclooxigenasa
endotelial (COX-1), y la estimulaciéon de los receptores de TXA, localizados en las
células del musculo liso vascular (Luscher & Vanhoutter, 1986; Gluaisy cols., 2005).

Por lo tanto, una biodisponibilidad reducida del NO, una alteracion en la
produccion de prostanoides, incluyendo la prostacicling, el TXA,, y/o los isoprostanos,

una menor hiperpolarizacion dependiente de endotelio, asi como un aumento de ET-1,
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pueden individualmente o en la asociacion contribuir ala disfuncion endotelial (Feletou
y Vanhoutte, 2006).

3.3 Cambios estructurales en el sistema vascular

La elevacion prolongada de las cifras de presion arterial tiene dos consecuencias
directas sobre la pared de los vasos: se dtera la funcion norma del endotelio y se
modifica la estructura de la pared vascular (Folkow, 1982; Mulvany, 1993), fenGmeno
gue se conoce con el nombre de remodelado vascular. Esta doble ateracion vascular
unida a la sobrecarga tensional cronica compromete la perfusion, la estructura y la
funcion de los distintos érganos siendo los més afectados el corazon, el rifion y €
cerebro, por ello considerados 6rganos dianade laHTA.

En diferentes model os animales de hipertension arterial, incluyendo SHR, se ha
descrito una exagerada produccion de anion superdxido en la pared vascular (Suzuki y
cols., 1995; Dohi y cols., 1990). Un numero creciente de evidencias sugiere gque el
exceso de aniones superdxido puede estar implicado en la disfuncion endotelial
hipertensiva y puede participar en e remodelado hipertensivo de la pared vascular
estimulando el crecimiento de las células musculares lisas vasculares y facilitando la
hipertrofia de la capa media (Grunfeld y cols., 1995; Tschudi y cols.,, 1996;
Schnackenberg y cols., 1998; Li y cols., 1997; Zafari y cols., 1998).

La Ang Il también favorece el remodelado de la pared vascular e interviene
también en la patogenia de la aterosclerosis, a participar en lamigracion y proliferacion
de las células musculares lisas, favoreciendo a su vez el paso de fenotipo contréctil al
sintético, 1o que determina la produccion de la matriz extracelular (colageno, elastina 'y
proteoglicanos) (Kato y cols., 1991; Pratt y Dzau, 1993) y al aumentar la formacion
intracelular los aniones superdxido a través de actividades enziméticas como la
NADH/NADPH-oxidasa estimulando alguna de las subunidades de este complgo
enzimatico (como por eemplo, e p22phox) (Ushio-Fukai y cols., 1996; Rajagopalan y
cols., 1996).

El remodel ado eutrofico (diametro de laluz vascular disminuido con volumen de
pared por unidad de longitud conservada) e hipertréfico (didmetro de luz vascular
disminuido con volumen de pared por unidad de longitud aumentada) se observa en las

paredes de las pequefias arterias, 1o cual produce aumento de la resistencia vascular

23



Introduccion general

periférica e incremento de la presion arterial, disminucion del flujo e isquemiatisular, a
lo que se agrega la disfuncion endotelial y las consecuencias de ésta: las respuestas
contréactiles anormales (Schiffrin, 1998).

En las medianas y grandes arterias el remodelado prevalente es € excéntrico
(didmetro de la luz vascular incrementado con volumen de pared por unidad de longitud
aumentada o disminuida), con alteracion de las propiedades mecanicas de las paredes y
aumento de la rigidez, presentando estas arterias, ademas, placas ateroescleréticas que
asientan especialmente en € sitio de las bifurcaciones arteriales (Schiffrin, 1998).

El espesor de la intimamedia de |os vasos periféricos se encuentra aumentado en
aproximadamente el 30% de los hipertensos independientemente de la edad. El aumento
en la intimamedia podria estar expresando los cambios adaptativos de la pared a flujo
alterado, a aumento de presion y a incremento de la fuerza de estiramiento. Ademas,
los vasos de resistencia de los hipertensos presentan un incremento en el espesor de la
capa media, un mayor indice media-lumen y un area media mayor, comparados con
arterias de similares caracteristicas de las personas normotensas, 1o cua corrobora €l
remodelado vascular de los vasos periféricos en la hipertensién esencial (Schiffrin,
1998).

Los cambios estructurales se producen a nivel de: a) ventriculo izquierdo,
mediante € remodelado y posterior hipertrofia ventricular izquierda; b) arteriolas de
resistencia, con remodelado de sus paredes que amplifica la resistencia vascular
periférica; ¢) microvascular, con disminucion de la superficie capilar anivel de diversos
Organos y del musculo estriado (fendmeno de rarefaccion vascular), que puede
favorecer la resistencia a la captacion de glucosa por € musculo y la consiguiente
resistencia a la insulina y d) aorta y grandes vasos, reduciendo la elasticidad que
contribuird aincrementar mas alin el componente sistélico (Maicasy cols., 2003).

Las ratas SHR de 3-4 semanas de edad ya presentan importantes cambios
estructurales a nivel de las arterias mesentéricas de resistencia, a pesar de que presentan
niveles de presion arterial normales o similares a los de las ratas WKY . Estos cambios
incluyen un incremento del volumen de la capa mediay del nimero de capas de células
musculares lisas, sin disminucion del diametro de laluz del vaso. Esto sugiere que estos
cambios estructurales de las pequefias arterias son los primeros cambios que

contribuyen a desarrollo de la hipertensién arterial en SHR debido a que estan
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presentes en una edad en la que la presion arterial es similar en SHR y WKY (Dickhout
y Lee 1997).

IV. FACTORES VASODILATADORES DERIVADOS DE ENDOTELIO: NO Y
EDHF

4.1 Oxido nitrico

El NO es un potente agente vasodilatador que se libera del endotelio en
respuesta a distintos estimul os fisiol 6gicos, como cambios en el flujo sanguineo o shear
stress (estrés de cizallamiento), variaciones en la tension de oxigeno, o bien por
sustancias vasoactivas como Ach, NA, serotonina (5-HT), adenosin trifosfato y
difosfato (ATP y ADP, respectivamente), bradicinina, sustancia P (SP), trombina, etc.

Laestructura de radical libre con un electrén desapareado en su Ultimo orbital, le
confiere una elevada reactividad (Stamler y cols., 1997). En condiciones biolégicas, las
concentraciones de NO son relativamente bagjas (<1uM) permitiéndole interaccionar
principalmente con los grupos hemo de algunas proteinas como la guanilato ciclasa
soluble (GCs), la hemoglobina, € citocromo p450 o la protoporfirina I X. Pero también
puede interaccionar con proteinas que no tengan el grupo hemo, como las que contienen
zinc, los radicales proteicos, |as ribonucledtido reductasas y |as ciclooxigenasas.

Tiene una vida media muy corta 5-6 seg (Rubanyi y cols., 1985; Gryglewski y
cols., 1986a). Se inactiva en presencia de radicales libres de oxigeno, sobre todo de
aniones superoxido (02) (Gryglewski y cols., 1986b; Rubanyi y Vanchoutte, 1986),
hemoglobina, Fe?*, situaciones de hiperoxiay azul de metileno, entre otros (Moncada y
cols., 1986).

En e caso de la hipertensién se ha observado que € anion superoxido (O2)
reacciona con € NO impidiendo que éste gjerza su funcion bioldgica (Gryglewski y
cols.,, 1986). La interaccion del NO con e O, genera peroxinitrito (ONOO), una
especie de oxigeno atamente reactiva, que produce efectos negativos como la
peroxidacion de lipidos, la generacion de dxidos de nitrégeno y aldehidos, asi como la
nitracion de proteinas incluyendo las lipoproteinas de baja densidad LDL (Krumenacker
y cols., 2004).
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4.1.1 Biosintesis del oxido nitrico

El NO proviene del atomo de nitrégeno iminico del grupo guanidino de la L-
arginina (Pamer y Moncada, 1989; Moncada y cols., 1991). El enzima encargado de la
sintesis de NO es la sintasa de NO, también [lamada NO sintasa (NOS) (Moncada y
cols.,, 1991). La NOS transforma la L-arginina en L-citrulina liberando en esta reaccion
enzimética NO.

La NOS es una hemoproteina que para su actividad, ademés de la L-arginina,
requiere como co-sustratos oxigeno y nicotinamida-adenina dinucledtido fosfato
reducido (NADPH). Ademés, para que se lleve a cabo la reaccion es necesaria la union
de varios cofactores a enzima, como flavin adenin dinucledtido (FAD), flavin
mononucledtido (FMN) y 5,6, 7, 8-tetrahidrobiopterina (BH4). La BH4 no solo participa
como cofactor del enzima en laformacién de NO, sino que también es necesario para el
mantenimiento y estabilizacion delaNOS (Alderton y cols., 2001).

La NOS puede ser inhibida por competicién por andlogos de la L-arginina el N-
nitro-L -argininametilester (L-NAME) un inhibidor no selectivo de las tres isoformas
delaNOS (Reesy cols., 1990).

Hasta la fecha se han identificado, clonado y caracterizado tres isoformas de la
NOS, codificadas por diferentes genes, con distinta localizacion, regulacion y
propiedades cataliticas y que comparten en humanos una homologia de un 50-60 % en
su secuencia de aminoécidos (Nathan y Xie, 1994). Estas tres isoformas son conocidas
internacionalmente como NOS neurona (NNOS, también denominada tipo I, NOS-I o
NOS-1, con un peso molecular de 160 kDa), NOS inducible (iNOS, también
denominada tipo 11, NOSII o NOS-2, con un peso molecular de 130 kDa) y NOS
endotelial (eNOS, también denominada tipo 111, NOS-I11 o NOS-3) (Alderton y cols.,
2001). De estas tres isoformas, la eNOS y la nNOS son constitutivas, mientras que la
INOS esinducible.

La activacion de las formas constitutivas requiere una elevacion de calcio
intracelular y la consiguiente activacion de la calmodulina, formandose un complejo
Ca*/camodulina e iniciandose de esta forma el flujo de electrones a centro activo del
enzima (Gachhui y cols., 1996;1998). Estas formas constitutivas, son, por tanto,
enzimas Ca?*/calmodulina dependientes, disminuyendo su actividad en presencia de
guelantes de calcio.

Por el contrario, la isoforma iNOS es inducible e independiente de calcio. La
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INOS estd regulada, sobre todo, a nivel transcripcional, es decir, requiere la
estimulacion de la sintesis proteica para su expresion. Ademas, la iNOS, una vez
expresada, posee una union fija a la calmodulina durante todo €l tiempo, situacion que
permite al enzima ser independiente de |os niveles de Ca?*. La iNOS presenta una alta
afinidad por e complgjo Cat*/calmodulina a las concentraciones de Ca* normales
presentes en las células (Nathan y Xie, 1994). Por este motivo, la unién a enzima es
irreversible y la iNOS estd4 continuamente activada, por lo que una vez inducida,
produce elevadas cantidades de NO durante periodo prolongados de tiempo. Por esta
razon, esta enzima se asocia sobre todo con procesos infecciosos e inflamatorios,
actuando como mecanismo de defensa del organismo.

Ademas de estas tres isoformas de NOS, en los ultimos afios se ha postulado la
existencia de una cuarta forma asociada ala mitocondria, lam NOS (NOS mitocondrial)
(Ghafourifar y Richter, 1997; Giulivi, 1998). Esta isoforma podria estar jugando un
importante papel en larespiracion celular y en lageneracion de ATP en lacélula

4.1.2 Dianas del oxido nitrico

El NO gerce su actividad bioldgica de forma autocrina como paracrina, por
difusion a través de la membrana plasmética, actuando tanto en el citoplasma como en
el nacleo. En los vasos sanguineos e NO se genera en las células endoteliales y en las
terminaciones nerviosas perivasculares. EI mecanismo de accion por e cual € NO
produce un efecto sobre la musculatura lisa esté basado en la activacion de la enzima
GCs de las células musculares, considerado como la principal diana del NO. Esta
enzima cataliza la conversion de GTP en GMPc (Denninger y Marletta, 1999). El
GMPc actia como un segundo mensgjero sobre diversas estructuras celulares. Son
numerosas las dianas descritas por las que el GMPc induce relgjacion del muscul o liso.
Puede ser debido a una activacion de la protein kinasa dependi ente de GMPc (PKG)
(Moncada y cols., 1991; Lohmann y cols., 1997), que dirige la defosforilacion de la
cadena ligera de miosina (Moncada y cols., 1991; Anggard, 1992). También, como
consecuencia de la activacion del GMPc, se produce una disminucién de los niveles de
calcio intracelular, debida a 1) unainhibicion de la generacion de inositol trifosfato 1P3
(Hirata y cols., 1990), 2) un secuestro del calcio intracelular, probablemente por €
reticulo endoplédsmico (Lincoln, 1983), 3) unainhibicion de la permeabilidad del calcio
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a través de los canales ionicos dependientes de GMPc (Mery y cols., 1991; Zagotta y
cols., 1996), 4) unainhibicién de | as fosfodiesterasas reguladas por GMPc (Degerman y
cols., 1997: Houslay y cols., 1997) o bien 5) una activacion de los canaes de K*
produciendo de esta forma un aumento de la permeabilidad para € potasio, originando
hiperpolarizacién (Bolotinay cols., 1994; Ferrer y cols., 1999).

Mediante la activacion de la GCs,  NO también inhibe la adhesién y la
agregacion plaquetarias. De esta forma, el NO derivado de endotelio no sdlo actuaria
regulando el calibre del vaso sanguineo, sno también disminuyendo € riesgo de
trombosis a inhibir la agregacion plaguetaria (Vanhoutte, 1992).

También puede interaccionar con € grupo hemo de la NOS inhibiendo de esta
forma su propia sintesis a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa
(Nathan y Xie, 1994), con proteinas G, PKC y canales de calcio activados por voltge
(Laney Gross, 1999; Moncada, 1999).

AGONISTA

ENDOTELIO

RECEPTOR
¥+t
L-Arginina NO + L-Citrulina
7 +‘[

ogens Calcio/CaM

CELULA VASCULAR LISA

Guanil ciclasa

RELAJACION GMPc GTP

Figura 3: Representacion de la biosintesis de NO endotelial y de su efecto sobre el musculo liso vascular.
(+) activacion.

El NO inhibe la cadena de transporte €electronico mitocondrial, disminuyendo la
sintesis de ATP, por lo que se reducen las reservas de energia disponibles en la célula
(Moncada, 1999). Por otro lado, el NO puede inducir la ADP-ribosilacion de distintas
clases de proteinas. Es el caso de la actinaG de los neutréfilos. EI NO inhibe su
polimerizacién y por tanto la adhesion de los neutréfilos y de las células endoteliales
(Clancy y Abramson, 2000).

Por lo tanto, e NO tiene un efecto vasodilatador del musculo liso vascular,
antiproliferativo, antigregante plaquetario, antiadherente de leucocitos y estimulador de
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la fibrinolisis. Es decir, e NO regula todas las funciones vasculares, por o que se
considera €l principal y mas importante factor derivado dd endotelio. Asimismo,
cuando la sintesis y/o liberacion de NO es deficiente la capacidad homeostatica del
endotelio vascular empeora y constituye uno de los acontecimientos claves de la
llamada disfuncién endotelial y su papel protector frente a fendmenos isguémicos,
hipertensivos, ateroscleréticos y trombéticos desaparece (Lahera y cols., 2003;
Krumenacker y cols., 2004).

4.2 Factor hiperpolarizante derivado del endotelio: EDHF

El endotelio, ademas del NO y la PGIl,, también sintetiza 'y libera EDHF, que
induce la relgjacion vascular a producir la hiperpolarizacién de la membrana de las
célulasdel musculoliso (Feletouy Vanhoutte, 1988).

A pesar de que todavia no se conoce la naturaleza exacta del EDHF, podrian
existir diversas sustancias con esta actividad (Mombouli y Vanhoutte, 1997). Algunos
autores proponen que se trata de un factor difusible liberado por el endotelio (Edwardsy
cols., 1998; Campbell y Harder, 2001; Campbell y Gauthier, 2002) como & ion K*, o un
metabolito labil derivado del &cido araquiddnico a través de la via del citocromo P450
como €l &cido epoxieicosarienoico (Cohen y Vanhoutte, 1995). Otros autores proponen
gue se trata de una hiperpolarizacion de la célula endotelial que es capaz de trasladarse
eléctricamente a las células musculares lisas, probablemente a través de las uniones de
nexo mioendotelides (Little y cols., 1995; Chaytor y cols., 2001; Yamamoto y cols.,
1999; Sandow y Hill, 2000). Asimismo, es posible que existan varios EDHF dependiendo
del lecho vascular y especie.

El efecto vasodilatador del EDHF esta mediado por la activacion de los canales
de potasio en las células musculares lisas vasculares. Aunque € subtipo de canal de
potasio que participaen esta actividad no se haidentificado plenamente, parece que en la
relgjacion inducida por e EDHF es més probable que participen los canales de potasio
activados por calcio que los dependientes de ATP (Mombouli y Vanhoutte, 1997). Se ha
documentado vasorrelgjaddn mediada por EDHF tanto en animales como en humanos
(Nakashimay cols., 1993; Urakami-Harasaway cols., 1996). Ademas, como comentamos
anteriormente, la contribucion del EDHF a la relgacion vascular dependiente del

endotelio aumenta a medida que disminuye el diametro de los vasos, tanto en animales
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como en humanos (Urakami-Harasawa y cols., 1996; Shimokaway cols., 1996; Hway

cols., 1994; Tomiokay cols., 1999).

Seliberain vitro por accion de concentraciones elevadas de Ach o de bradiquinina
(Mombouli y cols., 1992; Fujii y cols., 1992), por lo que cabe suponer que media, a
menos parcialmente, la accion vasodilatadara de estos agentes. En este sentido se ha
descrito que el EDHF contribuye de forma importante en la relgjacion dependiente de
endotelio inducida por la bradiquinia en un gran nimero de vasos sanguineos
(Mombouli y cols., 1992). También, se ha observado la liberacién de EDHF estimulado
por agentes vasoconstrictores, como la endotelina (ET-3), o que podria modular su
accion constrictora (Nakashima y Vanhoutte, 1993). Ademas, podria tener cierta
importanciaen algunas situacionesfisiopatol 6g cas, ya que se ha demostrado que durante
el envgecimiento, asi como en la hipertension las hiperpolarizaciones dependientes de
endotelio inducidas por la Ach en arterias mesentéricas de rata estén disminuidas (Fujii y
cols., 1992; Fujii y cols., 1993).

Para facilitar la investigacion de las respuestas a EDHF es necesario eliminar la
actividad de otros mediadores derivados de endotelio, la PGl2 y € NO, que también
producen la hiperpolarizacion de las células musculares lisas e interfieren con la
liberacion y la actividad del EDHF (Bauersach y cols., 1996). Generalmente se utilizan
L-NAME e indometacina, como inhibidores de la NOS y de la COX, respectivamerte.
En estas condiciones, la rel g acién dependiente de endotelio puede ser atribuidaa EDHF
(Whitey Hiley, 1997; Lacy y coals., 2000). Ademas, para inhibir la actividad del EDHF
se han utilizado € tetraetilamonum (TEA), concentraciores de potasio de 20-25 mM
(Adeagboy Triggle, 1993) y labrefeldinaA (Bauersachsy cols., 1997).

V. CANALES DE POTASIO EN EL MUSCULO LISO VASCULAR
Los canales de potasio son estructuras proteicas que permiten la difusion de este
i6n através de la membrana plasmatica. Participan en la génesis del potencial de reposo

y através del mismo regulan €l nivel de calcio intracelular y € estado de contraccion

del musculo liso vascular.
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El ién K* se distribuye tanto en € liquido intracelular como en el extracelular,
pero la cantidad absoluta es muy distinta en cada uno, siendo mucho mayor dentro de la
célula que fuera de ella. Lo més importante en la génesis del potencial de membrana, a
nivel del musculo liso vascular, es la salida de potasio, que tanto por su concentracion
como por el gradiente eléctrico, tiende asalir de lacélula. El potencial de membrana del
musculo liso vascular fluctta entre—40 a—55 milivoltios (Nield y Keef, 1985). Mientras
més tiempo estén abiertos los canales de K* o mayor cantidad de ellos estén abiertos, la
salida de K* serd mayor. En consecuencia, la membrana se hiperpolariza, los canales de
calcio secierran, e calcio intracelular disminuye y se produce relgjacion. A lainversa,
cuando se cierran los canales de K*, hay despolarizacion, activacion de canales de
calcio, mayor entrada de calcio y contraccién del musculo liso (Nelson'y Quayle, 1995).

5.1 Tipos de canales de potasio

Existen distintos tipos de candes de K* en e musculo liso vascular:
dependientes de voltaje, dependientes de calcio, de rectificacion interna 'y los sensibles
a ATP.

Los candles de potasio dependientes de voltge o Kv, se componen de
subunidades alfa y beta. Las subunidades alfa estan formadas por una proteina con seis
segmentos transmembrana, con el extremo amino y carboxi terminal intracelular, y un
sensor de voltgie. Una subunidad alfa tiene seis segmentos que atraviesan la membrana
y una subunidad beta, que habitualmente es intracelular. Con la union de cuatro

subunidades beta y cuatro subunidades alfa se forma el poro del canal funcional.

Estos canales se abren o cierran en relacion con e potencia eléctrico de la
membrana celular. Como inhibidores especificos de estos canadles existen la 4-

aminopiridina, la quinina e hipoxia).

L os canales dependientes de calcio intracelular tienen la misma disposicion, pero
en d segmento carboxi terminal pueden unir calcio. Hay canales de conductancia
mayor, llamados Maxi K o BK, que son los més abundantes de todos |os canales de K*
en los vasos sanguineos. Los activan el calcio intracelular y las protein quinasas A y G.

Tienen inhibidores especificos (iberiotoxina, charibdotoxina y TEA). Hay, ademas,
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canales regulados por calcio que permiten menor conductancia de K, llamados de

“conductanciamenor”.

Los canales rectificadores internos, en lugar de tener seis segmentos
transmembrana, tienen solamente dos. También deben unirse cuatro subunidades alfa
con cuatro subunidades beta para formar e canal funcional. Una subclase esta
constituida por el canal Kir (inward rectifier). Sus componentes principales son Kv 2.0
y quizés Kv 1.0. Son activados por hiperpolarizacion e inhibidos por bario y 4-

aminopiridinay se postula que participan en la vasodilatacion por hiperkaemia.

Los canales de K* sensibles al ATP (K atp) son hetero-octameros, compuestos de
dos tipos de subunidades: las subunidades kir6.x (kir6.1 o kir6.2), que forman el poro, y
las subunidades reguladoras, |os receptores de sulfonilureas SUR (SUR1 o0 SUR2). Las
subunidades kir6.x pertenecen a la familia de los canales de potasio inward rectifier.
Las subunidades SUR pertenecen a la superfamilia de las proteinas ATP-binding
cassette. Son dependientes de la relacion [ATP]/[ADP] intracelular: cuando la
concentracion intracelular de ATP es superior a la concentracion de ADP, € ATP
intracelular inhibe estos canales uniéndose a las subunidades Kir6.x. Cuando
disminuyen los niveles de ATP, estos canales se abren, la membrana se hiperpolariza,
entra calcio y el vaso se dilata. Se ha demostrado que la glibenclamida, un blogueador
selectivo de los canales K ATP, produce constriccion arteriolar en la microcircul acion
de diferentes especies, incluyendo alos humanos (Jackson y cols., 1993; Vanelli y cols,,
1994).

VI. HIPERTENSION ARTERIAL Y TEJIDO ADIPOSO VISCERAL
La obesidad es la enfermedad metabdlica maés frecuente en el mundo occidental.

Estudios epidemioldgicos de paises desarrollados demuestran que hasta un 45% de

hombres y un 38% de mujeres presentan algun grado de obesidad.

La obesidad ha sido ampliamente reconocida como un factor de riesgo para el
desarrollo de HTA. Los estudios realizados hasta el momento muestran que tanto €l
aumento de peso como € indice de masa corporal (IMC) elevado incrementan € riesgo
de HTA (Aronne 2002). Asi, lafrecuencia de aparicion de hipertension arterial entre las
personas obesas es entre 2-3 veces mayor que entre las que se encuentren dentro de su
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peso ideal. Esto también ocurre a la inversa, entre los hipertensos la frecuencia de

obesos es mucho mayor.

El exceso de grasa corporal se distribuye en diferentes localizaciones anatomicas
dependiendo de factores genéticos, hormonales y ambientales (Bouchard y cols., 1993).
En las mujeres predomina el depdsito en la zona gluteofemoral (obesidad ginecoide),
mientras que en los varones es mas frecuente encontrar € depodsito en la region
abdominal (obesidad abdominal o androide). Es precisamente este tipo de obesidad,
abdominal, visceral, central, que se define por una circunferencia abdominal > 102 cm
en los varones y > 88 cm en mujeres e IMC > 30 (Smith y cols., 2005), €l factor de
riesgo mas importante de hipertension y enfermedad cardiovascular (Sironi y cols,,
2004).

Cuando se sobrepasa la capacidad de almacenamiento del tejido adiposo (TA) o
se ateran los mecanismos que lo regulan, bien por condicionamiento genético o bien
inducido por el propio cambio ambiental. La ingesta elevada de grasa ademas de la
obesidad en si misma, genera una situacion metabdlica desfavorable o téxica gque pro-
duce un aumento del flujo de acidos grasos libres. El exceso de acidos grasos libres, al
no ser oxidados ni almacenados en TA subcutaneo, se acumulan de forma ectopica, en
otros tejidos fundamentalmente, en higado, musculo, corazon, endotelio y pancreas,
produciendo diferentes grados de resistencia insulinica y sindrome metabdlico, con €l

consiguiente incremento de morbimortalidad cardiovascular (Ravussin y Smith, 2002).

Es interesante destacar que la escasez o falta de TA, tanto en animales como en
humanos, que caracteriza las lipodistrofias también se asocia con diversos componentes
del sindrome metabolico (hiperinsulinismo y resistencia insulinica, diabetes y
dislipemia), lo que sugiere la necesidad de tener una cantidad minima de TA por debajo

delacua se desarrollaria esta patologia (Ronti y cols., 2006).

Laobesidad se asocia con un incremento del tamafio y del niUmero de adipocitos,
siendo la hiperplasia del TA un fendmeno irreversible. Pero el tipo de enfermedad que
produce va avariar dependiendo del tipo de acimulo de grasa que predomine: cuando €l
depdsito graso se acumula preferentemente en el omento y el mesenterio se habla de
obesidad visceral, y cuando el depdsito se localiza principalmente a nivel subcutaneo se
habla de obesidad subcutanea abdominal (Seidell y cols., 1990).
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Como e TA visceral drena directamente a higado a través de la circulacion
portal cuando existe un acumulo de TA viscera frente a subcutaneo se produce un
mayor flujo de écidos grasos libres a higado. Como consecuencia de ello, aumenta la
produccion y la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y disminuye
el aclaramiento hepético de la insulina, contribuyendo a la hiperinsulinemia y a la
resistencia hepética a lainsulina (Bouchard y cols., 1993; Bjorntorp, 1990). Por €llo, el
paciente obeso presenta resistencia insulinica, con aumento de écidos grasos libres 'y
reduccion de la oxidacion de los mismos, bajas concentraciones de colesterol ligado a
lipoproteinas de ata densidad (cHDL) e HTA. Esto se asocia a alteraciones en la
produccion o sensibilidad a la leptina, a niveles bajos de adiponectinay altos del factor
de necrosis tumora (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6). Todos estos factores estan
implicados en la reduccién de la sensibilidad a la insulina, con e consiguiente
desarrollo de sindrome metabdlico y aumento del riesgo cardiovascular (Casassus y
cols., 1992; Williams y cols.,, 1997). Este mayor riesgo puede incluso afectar a

individuos no obesos, pero con aumento de la grasa abdominal.

El TA es la principal reserva energética del organismo. Desempefia un
importante papel manteniendo estable el aporte de energia, especialmente durante los
periodos de ayuno, ademés de servir como aislante contra las pérdidas de calor y

funcionar como soporte mecanico de ciertas regiones del cuerpo.

Ademés, es el Unico tejido del cuerpo que puede cambiar su tamafio a haber
alcanzado la vida adulta, con capacidad de aumentar €l volumen y el nimero de células,
dependiendo de la necesidad de almacenar energia. Es un tejido muy vascularizado, a
gue llega una cantidad elevada de flujo sanguineo, representando hasta un 7% del gasto
cardiaco. En el caso de obesos mérbidos puede alcanzar hasta un 30%, lo que se
relaciona con los problemas hemodindmicos tipicos de la obesidad, como HTA,
cardiomegalia e insuficiencia cardiaca. Presenta, asimismo, nédulos linfoides en
cantidad variable, dependiendo de la zona, siendo muy abundantes en la grasa
mesentérica. Estos influyen en la capacidad secretora del propio TA, induciendo la
expresion de receptores de TNFa en los adipocitos més proximos, estando implicados
en funciones inmunoldgicas y en la respuesta inflamatoria. Esta inervado por doble
partida, sensorial y ssimpética. Lainervacion simpética esta intimamente relacionada con

fendmenos de lipolisis. De manera, que existe una relacion inversa entre el grado de
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inervacion simpética y la proliferacion y e crecimiento (hiperplasia) de los adipocitos.
Asi los adipocitos mesentéricos presentan una mayor inervacion simpatica que los del
TA epididimal, y estos a su vez, mayor alos del TA retroperitoneal, y a su vez, que los
del TA inguina, siendo el tamafio de los adipocitos progresivamente mayor a medida
gue disminuye €l grado de inervacion. Asi e tamafio de los adipocitos mesentéricos es
menor que €l de los adipocitos de otros tejidos adiposos. Ademés presentan una menor
sensibilidad a la insulina y una sensibilidad lipolitica mas elevada que las del TA
subcuténeo (Lafontan, 2005; Hausman y cols., 2001). El efecto de las catecolaminas
sobre el tgjido adiposo dependera del balance funciona entre sus receptores a y 3, que
puede ser modificado por la obesidad, ayuno, diabetes, hipertiroidismo, etc. Los
receptores o, tienen accion antilipolitica, mientras quelos 3, 3,y 33 son lipoliticos.

6.1 Tipos de tejido adiposo
Se distinguen dos grandes tipos de TA:

1. Tegjido adiposo pardo o marrdn, formado por adipocitos multilobulares con
gran cantidad de mitocondrias que expresan cantidades elevadas de proteinas
desacoplantes (UCPs), con una actividad primordia mente termogénica, Para optimizar
el calentamiento corporal, e TA marrén se localiza estratégicamente en territorios
superficiales y profundos. Los primeros son las regiones interescapular, cervical y
axilar, mientras que los segundos corresponden a las regiones perirrenal, periadrtica,
inguinal y especiadmente alrededor del corazén y los grandes vasos. Esto permite

calentar los 6rganos vitales por medio de la sangre que los irriga.

La estimulacion adrenérgica en TA marrén tiene lugar via receptores
Bs-adrenérgicos, con una cierta participacion de los receptores adrenérgicos a-1. Estos
receptores estimulan las UCPs que desacoplan el flujo de protones de la fosforilacién
oxidativa, produciendo calor en vez de ATP. Hasta la fecha se han identificado y
clonado tres UCPs. UCP1, UCP2, e UCP3. LaUCP1 y laUCP2 se expresan ademés en
el TA blanco, mientras que la UCP3 se expresa principalmente en TA marrén y
musculo esquelético. La leptina 'y las hormonas tiroideas estimulan la expresion de las

tres isoformas, estimulando por tanto latermogénesis (Scarpacey cols., 1998).
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2. Tegido adiposo blanco, esta formado por adipocitos uniloculares, que
contienen mitocondrias muy diferentes de aquellas encontradas en el tegjido adiposo
pardo Es € méas abundante del organismo, distribuido en tres areas anatOmicas —
subcuténea (inguinal, dorso subcuténeo, axilar e interescapular), dérmica (formando una
capa continua) e intrgperitoneal (mesentérica, omental, perirrenal, retroperitoneal,
epididimica y parametrial)-, cuya actividad principal es la de servir de reservorio
energético, controlando laingesta de energia 'y su distribution segun las necesidades.

Lafuncién principal del TA blanco es almacenar triglicéridos, que provienen en
su mayoria de los quilomicrones de la dietay de las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) del higado. La enzima clave es la lipoproteinlipasa, sintetizada en € propio
adipocito, que hidroliza los triglicéridos convirtiéndol os en &cidos grasos libres que son

captados por las mismas células, convirtiéndol os posteriormente en grasa.

Ademas de esta funcién de amacén energético, estudios de estos Ultimos afios
han puesto de manifiesto que este tejido actlia como un 6rgano endocrino que libera una
gran variedad de sustancias, denominadas adipocitoquinas o0 adipoquinas en respuesta a
estimulos extracelulares y cambios metabdlicos, asi como a factores locales. Estas
adipocitoguinas son sintetizadas por los adipocitos, y también por € resto de
componentes celulares de su matriz estromal, y pueden actuar locamente, de forma

autocrina/paracring, o sistémica, através de efectos endocrinos.

Estos factores estan fuertemente implicados en los procesos de homeostasis
energética, actuando en tejidos diana, como € cerebro, higado, célula B-pancredtica o
musculo esquelético, con la finalidad de adaptar el almacengje de energia a las nece-
sidades, modulando la ingesta, la secrecion y accion de lainsulina, €l gasto energeético,
etc. Entre |os factores secretados se encuentra laleptina, hormona que, actuando através
de receptores hipotalamicos, regula el apetito, € gasto energéico y la respuesta
neuroendocrina al ayuno, e interviene en funciones vitales, como la reproduccién, la
respuesta inmunoldgica, la hematopoyesis, la angiogénesis, la transcripcion del gen de
lainsulina, la secrecion de insulinay del metabolismo de los écidos grasos libres. Otros
factores liberados por € TA son hormonas sexuales y glucocorticoides, angiotensiné-
geno, adipsina y citoquinas proinflamatorias, como € TNF-a, potente inhibidor de la
diferenciacién del adipocito, que actia aumentando la resistencia insulinica, 1a IL-6, €

factor de crecimiento (TGB-B), d factor inhibidor de la activacion del plasmindgeno-1
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(PAI-1) y la adiponectina, que actiia como un importante regulador de la sensbilidad a
lainsuling, encontréndose niveles disminuidos en obesos asociados a diabetes, resisting,
etc.

Por lo tanto el TA blanco desempefia un papel importante en la regulacion del
metabolismo energético, la funcion inmunitaria (factores del complemento, TNF-a), €
remodelado vascular, la angiogénesis, la hematopoyesis, la osteogénesis, la funcién
cardiovascular (angiotensindgeno, € PAI-1), la funcién metabdlica (&cidos grasos,
adiponecting, resisting), y la funcion neuroendocrina (leptina, hormonas sexuales,
hormona del crecimiento) (Ahimay Flier., 2000; Shuldiner y cols., 2001; Friihbeck y
cols., 2001; Kershaw y Flier., 2004; Ronti y cols., 2006)

Ademas, € adipocito, expresa, tanto en su membrana celular como nuclear,
receptores para las hormonas del resto de ges endocrinos (insulina, glucagon, hormona
del crecimiento, colecistoquinina, hormonas tiroideas, hormonas sexuaes y de Ang Il),
receptores para catecolaminas (receptores 1, B2, B3, aly a2 adrenérgicos, recibiendo,
asi, sefides desde el sisterma nervioso simpético), los PPAR-y (receptores activados por
el proliferador de peroxisomas) y receptores para citoquinas (leptina, TNFa, IL-6)
(Kershaw y Flier, 2004).

Es importante sefidlar que el contenido y distribucién de la grasa adipocitaria, asi
como € tamafio de los adipocitos, determina diferencias sustanciales en € perfil de
adipokinas circulantes, que influyen en e riesgo de desarrollar complicaciones
cardiovasculares. Son multiples las implicaciones fisiopatol6gicas de las adipokinas,

derivadas de su interrelacion con €l resto de los érganos.

Asi, la adiponectina que ejerce multiples efectos beneficiosos como la
preservacion de la funcion endotelial, la regulacion del tono vascular, la mejora del
perfil lipidico y evitala aterogénesis y el riesgo de rotura 'y desprendimiento de la placa
de ateroma, €l depdsito ectopico de lipidos (Ouchi y cols., 2003). Paraddjicamente, sus
niveles disminuyen con la ganancia de peso (Aritay cols., 1999).

En situaciones de obesidad, existe una gran cantidad de adipokinas que dan lugar
a la generacion de un entorno inflamatorio cronico (TNF o, 1L-6, proteina C reactiva,
etc) que contribuye a la disfuncién endotelial, con la consiguiente pérdida de las
caracteristicas vasodilatadoras, antitrombéticas y antiaterogénicas de las células
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endoteliales (Yudkin y cols., 1999). Laresisting, laadipsina, € TNFa, €l PAI-1 ademas
debido a su impacto sobre la sensibilidad a la insulina, el metabolismo del TA, e tono
vascular y la progresion de la aterosclerosis pueden tener influencia en el desarrollo o
agravamiento de la hipertension relacionada con la obesidad (Sharmay cols., 2001).

La actividad de los péptidos natriuréticos estd normalmente suprimida en los
obesos (Maack, 1992). Por lo tanto, se observa una disminucion de la accién de éstos,
gue habitualmente actdan regulando la resistencia vasaular renal, aumentan la tasa de
filtracion glomerular, reducen la hipertonicidad de la médula renal interna e inhiben la
reabsorcion de sodio, inhibiendo la actividad del SRAA y disminuyendo la resistencia
vascular sistémica. Ademas, en la hiperleptinemia cronica, tipica de la obesidad se
postula que existe una resistencia central a la accion de la leptina, es decir, sobre sus
efectos a nivel de la ingesta y € gasto energético. Sin embargo, se preserva €l
incremento de la estimulacion del sistema nervioso simpatico a nivel de ciertos 6rganos
como € rifién, e corazdn, las glandulas suprarrenales y la vasculatura. Esto, junto con
una retencion anormal de sodio y deficiencia sistémica de 6xido nitrico, es una situacion
gue en conjunto puede contribuir a desarrollo de hipertension en individuos obesos
(Bravoy cols., 2006).

La Ang Il, que también se genera por los adipocitos (Massiéra y cols., 2001),

favorece la hipertrofia de los adipocitos, como se veraen e capitulo 111.

Por otra parte, e aumento en la produccién de &acidos grasos libres
(Stepniakowski y cols,, 1995) aumentan la reactividad vascular mediada por los
receptores os-adrenérgicos, producen proliferacion y migracion de las células
musculares lisas y disminuyen la vasodilatacion mediada por el endotelio a inhibir la
formacion de NO. De esta forma, hipotéticamente, el TA puede producir aumento de la

presion arterial a producir un aumento de laresistencia periférica.

Por lo tanto, determinadas alteraciones en €l crecimiento, desarrollo y funcion
del tejido adiposo pueden estar implicadas en el desarrollo de diversas patologias tales
como la obesidad, la resigencia a la insulina y diabetes tipo 2, hipertension y

ateroesclerosis.
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OBESIDAD ABDOMINAL

4

Tejido adiposo

Cangn F—— s
l l PCR

Resistencia || NADPHox l

| Metaloproteinasa 2

Insulinica

\ Estrés —>| Disfunci 6n endotelial |
Oxidativo

HTA
Hiperglucemia > Diabetes

Sindrome metab élico

y
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Figura 4: Mecanismo propuesto para el aumento de la HTA, el sindrome metabdlico y la mortalidad
cardiovascular debido a la obesidad abdominal. PCR: Proteina C reactiva; NADPHox: nicotinamida

adenosin difosfato oxidado. Modificado de LopezJaramillo y cols., 2005.

39



Introduccion general




Objetivos generales

OBJETIVOS GENERALES

41



42



Objetivos generales

OBJETIVOS GENERALES

El tgido adiposo actiia como un Organo endocrino que libera gran cantidad de
adipocitoquinas que actlan de forma endocrina, paracrina y autocrina. Puesto que
muchos de estos factores tienen efecto vasoactivo, €l objetivo general de este trabgjo es
caracterizar €l tejido adiposo perivascular y determinar su papel en la regulacion de la
funcion vascular en un modelo de hipertension.

De este modo se han propuesto los siguientes objetivos que se agrupan en 3

capitulos (I-111):

l. Caracterizacion del telido adiposo perivascular y del papel del
ADREF en lafuncion vascular de WKY y SHR.

. Cuantificacion de los niveles de leptina del teido adiposo

perivascular y caracterizacion de su efecto vascular.

1. Caracterizacion del sistema renina-angiotensina del tejido adiposo

perivascular.
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Capitulo 1

CAPITULO I

Caracterizacion del tejido adiposo perivascular y del

papel del ADRF en la funcion vascular de WKY y SHR



Capitulo I




Capitulo I
Introduccion

INTRODUCCION

El estudio de la regulacion del tono vascular se ha basado tradicionalmente en la
caracterizacion de los mecanismos y factores que afectan a la estructura y a la funcion
de las tres capas diferentes que constituyen |os vasos sanguineos:. la intima, la media'y
la adventicia

Como se comentd anteriormente, el tejido adiposo ademas de su funcién como
almaceén de energia, actlla como un auténtico érgano secretor, con acciones autocrinas,
paracrinas y sistémicas (Figura 5). Puesto que muchas de estas adipocitokinas tienen
efectos sobre la funcion vascular (angiotensindgeno, adiponecting, leptina, TNF- a., IL-
6, etc), y que muchos vasos sanguineos estan rodeados por una cantidad variable de
tgjido adiposo, en los Ultimos afos se ha incrementado, €l interés por € estudio del
posible papel del tegjido adiposo perivascular (periadventicial) en la regulacion de la

funcién vascular.

Leptina

Acidos grasos
g PPAR-y Factores del complemento

Adenosina

i lisocAri
ipopolisacaridos Angiotensindgeno

Prostaglandinas
Hormona sensible alalipasa \ / Adipsina

Lipoproteina lipasa q_\-‘ IL—6, TNF-a, TGFB, EGF

IGF-1
Proteina Agouti =% > cEBPs
Proteinas desacoplantes 7 PAI -1
L Hormonas esteroides
Visfatina
Resistina Apo E

Monobutirina Adiponectina
OTROS

Figura 5: Ejemplo de algunas de las proteinas y factores secretados por los adipocitos. Algunos de estos
factores acttian como hormonas endocrinas, como la IL-6, mientras que otras actian de manera local, como
el TNF-a y los factores de crecimiento. Estos factores estan fuertemente implicados en los procesos de
homeostasis energética, la reproduccion, la inmunidad, la angiogénesis, la hematopoyesis, la inflamacion,
el metabolismo, etcétera. (TGFB: factor de crecimiento tumoral beta; EGF: factor de crecimiento endotelial;
IGE-1: factor de crecimiento similar a la insulina; PAI-1: factor inibidor de la activacion del plasmindgeno-
1; PPAR-y: receptores activados por proliferadores peroxisomales- y). Modificado de Frithbeck y cols.,
2001.
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Soltis y Cassis demostraron, en 1991, que € tejido adiposo perivascular de ratas
normotensas reducia las contracciones inducidas por la NA en segmentos de aorta.
Posteriormente, Lohn y cols., confirmaron que €l tejido adiposo periadrtico atenuaba las
respuestas contractiles inducidas por la fenilefrina, la 5HT y la Ang 1, concluyendo
gue este efecto anticontréctil del tejido adiposo perivascular estaba mediado por un
factor difusible de naturaleza proteica, que se denomind factor relgjante derivado de
adipocitos (ADRF).

El ADRF se libera de los adipocitos perivasculares por un mecanismo que es
dependiente de la concentracion de calcio extracelular y su liberacion esté regulada por
vias de sefializacion intracelulares en las que intervienen la tirosin quinasa (TK) o la
protein quinasa A (PKA).

El efecto anticontractii del ADRF no es dependiente de la presencia de
endotelio, ni de la sintesis de NO. Su sintesis 0 accién tampoco depende de lavia de la
COX o del citocromo P450, de la activacion de receptores de adenosina, receptores de
vainilloides/cannabinoides, receptores del péptido relacionado con e gen de la
calcitonina o de la presencia de receptores funcionales de leptina (Gollasch y cols,,
2004).

Este factor atenla la accion de factores vasoconstrictores como la Ang I, la
5-HT, la fenilefrina, mediante un efecto relgjante mediado por la activacion, en la
membrana plasmética de las células del musculo liso vascular, de canales de potasio.

En funcidn del lecho vascular que se considere el efecto anticontréctil del tejido
adiposo perivascular esta mediado por distintos tipos de canales de potasio. Asi, €
ADREF actla a través de canales de potasio dependientes de voltagje (Kv) en las arterias
mesentéricas (Verlohren y cols., 2004), ya que su efecto es inhibido en presencia de un
blogueante de canales Kv, como la 4-AP, o la 3,4- diaminopiridina. En la aorta actla a
través de canales de potasio dependientes de ATP (L6hn y cols., 2002), siendo su efecto
inhibido en presencia de glibenclamida.

Ademas, € efecto anticontréctil del ADRF es proporcional a la cantidad de
tejido adiposo perivascular. De hecho, e potencial de membrana de las células de
musculo liso vascular esta méas hiperpolarizado en los segmentos arteriales intactos
rodeados de grasa que en segmentos arteriales sin grasa. Tras la eliminacién mecanica

de la mitad del teido adiposo perivascular, se produce una reduccion de
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aproximadamente e 50% del efecto anticontractil del tegjido adiposo perivascular
(Verlohreny cols., 2004).

También, se postula que €l tejido adiposo perivascular produzca varios ADRFs o
existan diferentes receptores y segundos mensgeros del ADRF en los distintos lechos

vasculares (Verlohren y cols., 2004).

Endotelio
COX NOS P P450 P450

=

PGIZ NO EDHF ,EETs EETeTrs

Katp {i" M BKca
F'KG
...

K +
o +
K . . .
3 Hm Musculo liso
BKca ADRF
Adipocito

Figura 6: Regulacion dual del tono arterial por el tejido adiposo perivascular y el endotelio. Las células
endoteliales producen PGL, a través de la COX, NO a través de la eNOS, acidos epoxieicosatrienicos (EET)
y acidos epoxieicosatetraenoicos (EETeTr) a través de las enzimas del citocromo P450, y EDHF. La PGI2
produce vasodilatacion mediante la activacion de la adenilato ciclasa y de la PKA, la cual provoca la
apertura de canales de K* dependiente de ATP (Katr), mientras que el NO activa la guanilato ciclasa y la
PKG que produce la apertura de canales Karr y de canales de Ca** de larga conductancia activados por K*

(BKca). Los adipocitos producen y liberan ADRF de una manera Ca* dependiente e implica la

participacion de multiples moléculas de sefializacién intracelular, como son la PKA y la TK. El ADRF
produce vasodilatacién por apertura de canales Kv en las pequenas arterias y por apertura de canales

Kare y BKca en las arterias de conduccién. Modificado de Gollasch y cols., 2004.

Los resultados disponibles hasta € momento apoyan e concepto de la
participacion del tejido adiposo perivascular en la regulacion del tono vasomotor y de la
contractilidad arterial através de laliberacion de ADRF y de la activacion de canales de

potasio. Puesto que, la relevancia de estas obsavaciones en hipertension es desconocida,
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nuestro objetivo es analizar si el tejido adiposo perivascular contribuye a incremento de
las resistencias vasculares en la hipertension arterial y analizar la posible relacion entre
la cantidad y la funcidn del tgjido adiposo perivascular y la hipertension arterial. Para
ello, hemos empleado € sistema del lecho mesentérico perfundido. Este lecho vascular
esta rodeado de una gran cantidad, pero variable, de tejido adiposo blanco y los cambios
en la cantidad de grasa perivascular podrian tener consecuencias en la regulacion del

tono arterial mesentérico y por consiguiente en la presion arterial sistémica.
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OBJETIVOS CONCRETOS

El objetivo de este capitulo es caracterizar los animales de experimentacion:
ratas macho espontaneamente hipertensas (SHR) y Wistar Kyoto (WKY) de 4 y 12
semanas de edad. Ademés, se estudiara el papel del tegido adiposo perivascular en la
regulacion del tono vascular mesentérico, asi como €l papel del ADRF en la regulacion

de lafuncion vascular. Paraello se analizaran |os siguientes aspectos:

1. Pardmetros hemodindmicos: Frecuencia cardiaca, presion arteria sistélica'y
diastdlica.
2. Pesos de los animales y de los tejidos adiposos: periadrtico, mesentérico y

lumbar.

3. Caracterizacion de los adipocitos mesentéricos de WKY y SHR a las 12

semanas de edad.
4. Bioguimica plasmética.
5. Lareactividad vascular general del lecho vascular mesentérico.
6. El efecto anticontréactil del tejido adiposo mesentérico:

» Papel de los canaes de potasio dependientes de voltgje (Kv) sobre e
efecto anticontractil del tejido adiposo perivascular.

> Relacion entre el efecto anticontréctil del ADRF y la cantidad de

tegjido adiposo perivascular.

> Efecto de la inhibicién de los canales de potasio dependientes de

voltgje sobre el efecto anticontréctil del ADRF.
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MATERIAL Y METODOS
1. Caracterizacion de los animales de experimentacion

1.1 Animales de experimentacion y obtencion de los tejidos adiposos

Se utilizaron ratas macho de las cepas SHR (rata espontaneamente hipertensa) y
WKY (rata Wistar Kyoto, control normotenso), de 4 y 12 semanas de edad (Charles
River, Barcelona, Spain). Los animales permanecieron estabulados en condiciones
controladas de temperatura (22 + 1° C), humedad (44-55%) y periodos de luz y
oscuridad de 12h. Todos los animales recibieron una dieta solida estandar (RMN,
Harlan Interfauna Ibérica, Espaia) y agua ad Ilimitum hasta e momento de su
utilizacion. La estabulacion y utilizacion de los animales se realizd de acuerdo con la
guia “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’, publicado por e “US
Nationa Institute of Health” (NIH publicacién nimero 85-23, revisado en 1996) y la
legislacion espariola para el uso de animales de experimentacion (RD 1205/2005).

Los animales se pesaron antes de comenzar el experimento. Puesto que la
anestesia puede influir en la medida de los pardmetros metabdlicos y lipidicos del TA,
los animales se sacrificaron por decapitacion. Las muestras de sangre se recogieron en
EDTA, y se congelaron a -80° C, en dicuotas hasta su uso en determinaciones
bioquimicas. EI TA mesentérico se separd rdpidamente del intestino, se pesd en una
balanza y se determin6 su volumen en un pletismémetro. También se pesaron € TA
lumbar y e TA periadrtico. Una parte de los TA mesentéricos se utilizd para €
aislamiento y caracterizacion de los adipocitos del TA mesentérico.

1.2 Parametros hemodinamicos de las cepas WKY y SHR

Los parametros hemodinamicos. presion arterial sistélica y diastdlica (PAS y
PAD) y lafrecuencia cardiaca (FC), se midieron de forma directa en ratas macho de 4 y
12 semanas de edad, anestesiadas con pentobarbital sodico (50 mg/kg i.p.). Paraello se
insertd en la arteria iliaca derecha una canula conectada a un transductor de presion
(Statham, Harvard Aparatos GMBH, Alemania). La onda de presion arteria se registré
en un ordenador PC, mediante &l sistema de adquisicion de datos con el programa Chart
& Scope v5 PowerLab (ADI instruments) (Figura 7).
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Figura 7: Esquema de la medida directa de la onda de presién arterial en la rata anestesiada.

1.3 Extraccion, medida y cuantificacion del numero de adipocitos del tejido
adiposo mesentérico

Para la determinaciéon del didmetro y nimero de adipocitos asi como para la
cuantificacion del contenido lipidico de los mismas, € tejido adiposo mesentérico debe
ser procesado en fresco. Para ello, una vez sacrificados los animales de 12 semanas de
edad, €l tejido adiposo mesentérico se separd cuidadosamente del intestino, se pesd y se
introdujo en un frasco con suero salino (NaCl al 0,9%) atemperado previamente (37° C).
Seguidamente se troced finamente €l tgjido con unas tijeras sobre un papel Whatman
NC°1, previamente tarado y se pesoO la cantidad de tejido. Para la digestion del tgjido
adiposo se empled siempre material de plastico, ya que en € cristal los adipocitos se
rompen. El tgjido adiposo se incub6 en un erlenmeyer que contenia una solucion Krebs
Ringer Bicarbonato (KRB), con abuminaal 4% (p:v), glucosaa 1% (p:v) y colagenasa
A a 1% (p:v), en un bafio de aguaa 37° C durante 5 min con oxigenaciony 25 min sin
ella. Es importante tapar €l erlenmeyer con papel de aluminio puesto que la colagenasa
es fotosensible. A continuacion se vertié e contenido del erlenmeyer en un tubo de
plastico y se recogieron los adipocitos de la parte superior del tubo, con una punta de
pipeta azul rota en el extremo, para filtrarlos a través de unatela a otro tubo de 15 ml.
Una vez filtrados se enrasd e tubo hasta los 10 ml con € KRB y se centrifugd
brevemente a 300 rpm, para poder separar asi los adipocitos, que quedaron en la parte
superior del tubo, de la colagenasa (infranadante). Se retird el infranadante y con otra
punta de pipetaazul cortada se volvieron a transvasar |os adipocitos a otro tubo de 15 ml
resuspendiendol os en aproximadamente 5 ml de KRB por cada mililitro de adipocitos.
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De la solucion de adipocitos se retiraron unos microlitros con una pipeta pasteur
de pléstico, se afladieron unas gotas del colorante azul tripan y se colocaron sobre un
porta para su observacion al microscopio. Tras situar € cubre se confirmd a una
magnificacion de 10 aumentos que los adipocitos no estaban aplastados (aplastados
presentarian forma eliptica). A continuacion se midié su diametro a 40 aumentos con €l
micrémetro del microscopio. Se redlizaron aproximadamente 100 medidas en 5 6 6
preparaciones diferentes de la misma muestra de adipocitos. El niUmero de adipocitos se
determind a partir del volimen (en micras clbicas) de los adipocitos: ITr¥/3 (r:
diametro), que se multiplicé por la densidad del adipocito: 9,15x10* ng/micras’ y se
obtuvo € peso del adipocito en nanogramos. Después se dividié e peso de cada
adipocito entre los nanogramos de lipido por ml de suspension (ver apartado 1.4) y se
obtuvo para cada adipocito un nimero de células por mililitro de suspension. De la

media de todos ellos se obtuvo el nimero de adipocitos en la suspension.

1.4 Determinacion del contenido lipidico de los adipocitos mesentéricos

En un frasquito de crista se afladieron 500 pl de la solucion de adipocitos
anterior, 1ml de una solucion de propano/heptano (4:1), se agitd y posteriormente se
afiadio otro mililitro de heptano, se volvi6 a agitar y se dejo reposar.

Se produjeron dos fases, migrando la fraccion lipidica a la fase organica/
superior. De esta fase se recogieron 700 pl y se trasvasaron a un via de autoanalizador
previamente tarado para dejar secar €l disolvente y calcular por diferencia de pesada la

cantidad de lipidos.

1.5 Determinaciones bioquimicas en plasma

1.5.1 Determinacion de glucosa

La concentracion de glucosa se midi6 mediante un método enzimético
colorimétrico utilizando un kit (Unimate 7 GLUC PAP, Roche Espafia) que es un
sistema de diagndstico in vitro parala determinacién cuantitativa de glucosa en suero o
en plasma. La determinacion se realizé en una placa de 96 pocillos, en forma de
microensayo, utilizando 10 pl de muestra en cada pocillo alos que se afiadio 250 pl del
reactivo cuya composicion se detalla a continuacion:

= tampodn fosfato 200 MM (pH 7,2)
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= 4-4cido 4-hidroxibenzoico 10 mM

= 4-aminoantipirina 0,75 mM

= glucosaoxidasa (GOD) > 250 pkat/L
= peroxidasa> 20 pkat/L

» azidasodica 1% p/p <0,1%

Tras incubar la placa durante 10 min a 37° C, se midio la absorbancia a 492 nm
en un lector de placas (Asys Hitech). Larecta de calibracion se prepard con una muestra
estandar de una concentracion de 131 mg/dl de glucosa, y otra muestra control cuya

concentracién oscila entre 74,6-91,2 mg /dl de glucosa.

1.5.2 Determinacion de la insulina

La concentracion de la insulina en plasma se determind mediante un
inmunoensayo enzimatico utilizando un kit comercial (Rat insulin ELISA, Mercodia,
Uppsala, Dinamarca), basado en la técnica directa tipo sandwich (ELISA). El porcentaje
de variacion intraensayo e interensayo fue del 1,8% y del 3,8%, respectivamente, en
funcién de la concentracion de insulina. El ensayo se hizo en una placa de 96 pocillos
tapizados con el anticuerpo monoclona anti-insulina de raton. Se utilizaron 25 ul de
muestra, a los cuales se afiadieron 50 ul de una disolucién de anticuerpo monoclonal
anti-insulina conjugado con peroxidasa. Tras incubar durante 2 h a temperatura
ambiente, la placa se lavé 6 veces con tampén de lavado. Posteriormente se afiadieron
200 pl de sustrato de peroxidasa (3,3°,5,5 - tetrametilbenzidina) y se incubd la placa
durante 15 min a temperatura ambiente y oscuridad. La reaccion se detuvo con H,SO,
1 M. La placa se leyd a 450 nm en un lector de placas (Asys Hitech). La curva de
calibracion se prepard con las siguientes concentraciones de insulina: 0, 0,15, 0,40, 1, 3

y 5,5 ug/ml.

1.5.3 Determinacion de triglicéridos y de glicerol

La concentracion de triglicéridos en plasma se determind mediante un método
enzimatico colorimétrico utilizando un kit comercial (GPO-Trinder; Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia), mediante el cual los triglicéridos se hidrolizan por la lipoproteina
lipasa a glicerol y &cidos grasos libres. El glicerol generado se fosforila por €l adenosin
trifosfato (ATP), formando glicerol-1-fosfato (G-1-P) y adenosin-5"-difosfato (ADP) en
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una reaccion catalizada por la glicerol quinasa. El G-1-P se oxidada por la glicerol
fosfato oxidasa a dihidroxiacetona fosfato y perdxido de hidrégeno. Por dltimo, la
reaccion del perdxido de hidrégeno con la 4-animoantipirina y e N-etil-N-(3-
sulfopropil)-anisidina sddica genera un producto coloreado cuyo maximo de
absorbancia es a 540 nm. El incremento de |la absorbancia a 540 nm es directamente

proporcional ala concentracion de triglicéridos de la muestra.

La determinacién se realizd en una placa de 96 pocillos, en forma de
microensayo, utilizando 10 pl de muestra en cada pocillo alos que se afiadio 150 pl del

reactivo cuya composicion se detalla a continuacion:

= ATP 0,375mM

= 4-aminoantipirina 3,75 mM

= N-etil-N-(3-sulfopropil)m-anisidina sodica 2,11 mM
= glicerol cinasa 1250 U/L

= (glicerol fosfato oxidasa 2500 U/L

= peroxidasa 2500 U/L

= tamp6n pH 7,0+ 0,1

= |ipasa250 U/L

=  azidasodica0,05%

Tras incubar la placa durante 10 min a 37° C, se midio la absorbancia a 492 nm
en un lector de placas (Asys Hitech). La recta de calibracion se prepar6 con las
siguientes concentraciones de una muestra estandar (calibrador): 156, 104, 52 y 0 mg/dl.

Mediante este mismo kit también se determiné la concentracion de glicerol en
las muestras de plasma. El reactivo utilizado es e mismo usado en la determinacion de
triglicéridos pero no contiene la lipoproteina lipasa, por lo que la secuencia de
reacciones es la misma que la anteriormente descrita para el glicerol procedente de la
hidrélisis de los triglicéridos, a excepcion de lareaccion lipolitica.

La determinacion se realizd en una placa de 96 pocillos, en forma de
microensayo, utilizando 40 pl de muestra en cada pocillo alos que se afadieron 200 L

del reactivo.
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Tras incubar la placa durante 5 min a 37°C, se midio la absorbancia a 492 nm en
un lector de placas (Asys Hitech). La curva de calibracion se prepard con las siguientes
concentraciones de glicerol: 1000, 800, 750, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 uM.

1.5.4 Determinacion de dcidos grasos libres

La concentracion de é&cidos grasos libres se midi6 mediante un método
enzimatico colorimétrico utilizando un kit (NEFA C, Wako Chemicals GmbH, Neuss,
Alemania) que es un sistema de diagnéstico in vitro para la determinacion cuantitativa
de &cidos grasos no esterificados (o libres) en suero. La determinacion se realizé en una
placa de 96 pocillos, en los que se afladieron 20 pl de muestra y 100 pl del reactivo A.
Se incubd la placa durante 10 min y se afiadieron 200 pl del reactivo B. Tras incubar la
placa durante otros 10 min, se midio la absorbancia a 492 nm en un lector de placas
(Asys Hitech). La recta de calibracion se prepard utilizando una muestra estandar de
&cido oléico alas concentraciones de 0,03, 0,02, 0,01 mM.

La composicién del reactivo A y dd reactivo B es la que se detdla a

continuacion:
Reactivo A:
= acyl-coenzimaA sintetasa 3 U
= ascorbato oxidasa 30 U
= coenzimaA 7mg
= adenosinatrifosfato 30 mg
* 4-aminoantipirina 3 mg
= tampon fosfato pH 6,9
= cloruro magnésico 3mM
Reactivo B:

= acyl-coenzima A oxidasa 132 U
= perosidasa 150 U
= 3-metil-N-etil-N(p-hydroxietil)-anilina 1,2 mM

1.5.5 Determinacion del colesterol total
La concentracion de colesterol total se determind mediante un método
enzimético colorimétrico utilizando un kit comercia de diagnostico in vitro, para la

determinacién cuantitativa de colesterol total en suero o plasma (Menarini Diagnostics).
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La determinacion se realizd en una placa de 96 pocillos, en forma de
microensayo, utilizando 10 ul de muestra en cada pocillo alos que se aiadieron 250 pl
del reactivo. Tras incubar la placa durante 10 min a 37° C, se midio la absorbancia a 492

nm en un lector de placas (Asys Hitech).

1.6 Determinacion de la actividad noradrenérgica en el tejido adiposo lumbar, de
ratas WKY y SHR de 4 y 12 semanas de edad, mediante cromatografia liquida de
alta resolucion, HPLC

El metabolismo de la NA se produce por un mecanismo enzimatico y por un
mecanismo de recaptacion de caracter neurona y extraneuronal. Las dos enzimas que
intervienen en la degradacion son: la catecol-o-metiltransferasa (COM) y laMAO. Las
catecolaminas periféricas siguen preferentemente la via oxidativa para convertirse en el
&cido 3,4-dihidroximandélico (DOMA) vy, posteriormente en el acido 3-metoxi-4-
hidroximandélico (&cido vanililmandélico).

La actividad noradrenérgica se estimdé midiendo € cociente DOMA / NA.
Puesto que e otro metabolito de la NA, e acido 3-metoxi-4-hidroximandélico, fue
indetectable en la mayoria de las muestras, aunque se detect6 en las soluciones patron.
Para ello, una vez decapitados los animales se extrajo €l tejido adiposo lumbar y se
congel6 a-80° C hasta su procesamiento.

El tgido adiposo lumbar (100 mg) se homogeniz6 en 500 ul de una solucion
tampon (0,1 M de fosfato-citrato (pH 2,5) conteniendo un 15% de metanol). Las
muestras se sonicaron en tres sesiones consecutivas de 5 seg cada una a una potencia de
30 W (Sonics, Vibracell, Estados Unidos). Posteriormente, se centrifugaron a 14500
rpm durante 5 min. Se recogi6 e sobrenadante y se volvi6 a centrifugar durante otros 5
min. Se extrgo e sobrenadante y se inyectaron 20 pl de cada muestra en un
cromatografo (modelo Shimadzu SIL-10 A, refrigerado a 3°C) con un detector
coulométrico electroguimico ESA Coulochem I1, equipado con una precolumna y una
columna C18 de Nucleosil (Scharlau) para la separacién de las catecolaminas. La fase

movil utilizada consistié en una solucion tampén de 4,5% de metanol (Symta), pH 2,75
con octil sulfato sédico (Sigma) 0.035% que contenia fosfato sodico dibasico 0,05 M,

&cido citrico 0,03 M y EDTA 0,1 mM (Sigma).
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Para la medida del contenido en DOMA y NA de las muestras de tegjido adiposo
lumbar se compararon la altura de los picos de patrones conocidos con la atura de los

picos correspondientes a las muestras segun lo descrito por Chapin y cols. (1986) y
Lindley y cols. (1990).

2. Papel del tejido adiposo perivascular en la regulacion del tono vascular

mesentérico

2.1 Obtencion del lecho vascular mesentérico de rata

Para € estudio de la funcion vascular se utilizaron ratas WKY y SHR de 4y 12
semanas de edad. Los animales s anestesiaron con éter en una camara translcida
cerrada. De esta forma se evitdé administrar un anestésico por via intraperitonea (i.p.)
gque pudiera modificar de aguna forma los experimentos. Posteriormente, se
desangraron mediante puncion cardiaca. Una vez expuesta la cavidad abdominal, se
disecd la arteria mesentérica superior en su union con la aorta abdominal. A
continuacion se canulo in situ la arteria mesentérica 'y se perfundié mediante una bomba
peristaltica (Istmatec) a un flujo constante, durante todo e experimento, con una
solucién de Krebs Henseleit modificada (KH) a 37° C y continuamente oxigenada (95%
Oz - 5% CO2) para mantener de esta forma un pH fisiologico constante (7,3-7,4). Se
eligio un flujo de 1,5 mlI/min para los animales de 4 semanas de edad y un flujo de 2
ml/min para los animales de 12 semanas, que permite que € lecho mesentérico no se
edematice y de las respuestas Optimas. Posteriormente, se separé con mucho cuidado el
lecho vascular mesentérico del intestino delgado y se coloco en el bafio de 6rganos.

Figura 8: Fotografia del lecho mesentérico de rata unido al intestino delgado.
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2.2 Sistema de perfusion del lecho mesentérico de rata

El lecho vascular mesentérico, una vez canulado, con una canula de acero
inoxidable, y separado del intestino delgado, se coloco sobre una base de rejilla de acero
inoxidable dentro de una camara de metacrilato. Esta cAmara posee un sistema de
desagie por donde se recoge la solucién KH ya perfundida. Durante todo el tiempo del
experimento, €l lecho mesentérico se tapd con una gasa, empapada en solucion KH, y
parafilm para evitar la desecacion y mantener la temperatura constante. El sistema de
perfusion se conectd a un transductor de presion (Grass 79E), conectado a su vez a un
poligrafo (Grass 79E), en €l que se recogieron los cambios de presién del lecho vascular
mesentérico (Figura 9).

Tras un periodo de estabilizacion de 45 min, se administré KCl (75 mM) para
comprobar la funcionalidad del mesenterio. A continuacion, se lavo durante unos 15
min e lecho vascular mesentérico perfundiéndolo exclusivamente con la solucién KH.
Posteriormente se realizaron las diferentes curvas concentracion-respuesta a los
distintos agentes vasodilatadores o vasoconstrictores.

En todos los experimentos realizados se afiadié dexametaxona 8x10°" M a la

solucion de KH para bloquear lainduccion delaiNOS.

TRANSDUCTOR
CE PRESION

BOMEBA PERISTALTICA | _, | PERFUSION |_ S
T

Figura 9: Perfusion del lecho vascular mesentérico “in vitro”. El lecho vascular mesentérico canulado se
coloco sobre una rejilla metalica en un sistema de perfusiéon conectado a una bomba peristaltica. Las
soluciones utilizadas se encontraban en un bafo a 37° C y continuamente oxigenadas. (Fotografia

modificada de Organ perfusion and tissue baths. Research equipment for pharmacology and physiology.
HSE).
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3. Composicion de las diferentes soluciones utilizadas

3.1 Composicion del Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) pH= 7,35-7,45

La composicién de esta solucion expresada en mmoles/L fue la siguiente:

= NaCl 119
= KCI 4,7
= CaCl2.2H20 6,5
=  KH2PO4 1,2
= MgS0,;.7H,0O 1,2
» NaHCOs 51

3.2 Composicion de la solucion Krebs-Henseleit modificada (KH)

La composicién de esta solucion expresada en mmoles/L fue lasiguiente:

= NaCl 115
= KCI 4,6
= KH2PO4 12
= MgS04.7H0 1,2
» NaHCO; 25
= Cl,Ca2H,0 2,5
= NaEDTA 0,01
» Glucosa 111

La solucién KH se preparé diariamente a partir de soluciones concentradas,
excepto la glucosa que se afadid en la cantidad necesaria en e momento de la

preparacion.

3.3 Composicion del salino-ascorbico
Esta solucién fue utilizada para la preparacion de soluciones madre y para las
diluciones necesarias de éstas. Se afiadio con €l fin de retrasar la oxidacion del grupo

catecol. Su composicién esla siguiente:

= NaCl 0,9%
= Acido ascérbico 0,01% en agua destilada
Se conservo a una temperatura de entre 4-8° C.
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3.4 Farmacos empleados y preparacion de los mismos

= acetilcolina (Ach) (Sigma)

= 4-aminopiridina (4-AP) (Sigma)

= dexametasoma (Sigma)

= fenilefrina (Sigma)

= 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Sigma)

= NC-nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME) (Sigma)
= nitroprusiato sddico (NPS) (Sigma)

Las disoluciones méas concentradas (soluciones madre) de Ach, 4-AP,
fenilefrina, 5-HT, L-NAME y NPS, se hicieron en salino ascérbico y se conservaron en
alicuotas de 0,01 M, excepto para la acetilcolina que fue de 0,1 M. Para la
dexametasona se prepararon soluciones madre en agua destilada y se conservaron en
alicuotas de 500 pl. Todas las soluciones madre se amacenaron a —20° C hasta su
utilizacion.

Para cada experimento se prepararon las diluciones necesarias de las soluciones
madres con salino ascorbico y se mantuvieron en hielo e tiempo que dur6 €
experimento.

Todos los farmacos utilizados se disolvieron en la solucién KH, se mantuvieron

en el bafio a 37 ° C y estuvieron continuamente oxigenados.

4. Analisis estadistico

Los valores de los resultados obtenidos se expresaron mediante la media
aritméticay el error estandar de la media aritmética (E.S). En todos |os experimentos se
indica el nimero de casos por grupo experimental.

En el andlisis de las posibles diferencias entre distintos grupos experimentales se
utilizé el programa estadistico StatView de Sas Institute Inc., version 2002. Para
comparar diferentes cepas y grupos de tratamiento las diferencias entre las medias se
analizaron mediante e andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido de un
postest (Fisher's). Se consider6 que las diferencias eran estadisticamente significativas

paravalores de p< 0,05.

62



Capitulo I
Resultados

RESULTADOS

1. Caracterizacion de las ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad

1.1 Medidas hemodinamicas

Los pardmetros hemodindmicos. FC, PAS y PAD se determinaron de forma
directa en ratas macho, anestesiadas con pentobarbital sodico. La cepa SHR a las 12
semanas de edad, ya presento alteraciones hemodinamicas significativas, con elevacion
delaFC (WKY: 254,2 + 15 latidos/min ; SHR: 319,8 + 9.7 latidos/min, p<0,05), de la
PAS (WKY: 131+ 4 mm Hg; SHR: 179 + 8 mm Hg, p<0,05) y dela PAD (WKY: 95+
6 mm Hg, SHR: 136 + 6 mm Hg, p<0,05), poniendo de manifiesto su caracter
hipertenso a esta edad.

1.2 Pesos de los animales y de los tejidos adiposos

El peso de larata alas 12 semanas de edad fue similar entre WKY y SHR. Sin
embargo, la cepa SHR, presentdé unamenor cantidad de grasa perivascular mesentérica.
Ambos, peso y volumen del mesenterio corregidos por el peso del animal fueron
significativamente menores en SHR que en WKY. Asimismo, la cantidad de tegjido
adiposo lumbar fue significativamente menor en SHR. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, en la cantidad de tejido adiposo periadrtico entre ambas

cepas (tabla 2).
WKY
3 meses

Peso rata (g) 316+3 317+6
Pesomesentério (mg/g) 11+03 10 +£0.3*
Volumen mesenterio (I/g) 12+1 11 +0.3*
Densidad mesenégrio (g/l) 0.98+0.01 0.96+0.03
Tejido adiposo lumbar (mg/g) 8+0.4 5+0.5*%
Tejido adiposo periaortico(mg/g) 0.7+ 0.03 0.6 + 0.04

Tabla 2: Peso del animal y del tejido adiposo mesentérico, lumbar y periadrtico expresado por el peso de
rata, de ratas macho WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los datos representan la media + E.S de 25
determinaciones por animal. (*) estadisticamente significativo vs control p<0, 05.
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1.3 Medida y cuantificacion de adipocitos mesentéricos

Para caracterizar s estas variaciones en la cantidad de tegjido adiposo
mesentérico, eran debidas a variaciones en |os adipocitos y no en la fraccion vascular, se
cuantificd y se midio € diametro de adipocitos mesentéricos de ratas SHR y WKY de
12 semanas de edad.

Como muestra la figura 10, la cepa SHR presentaba adipocitos mesentéricos
significativamente méas pequefios, con un didmetro de 26,9 + 4,3 um frente a 36,9 + 3

pm de su control normotenso.

O wky
; B sHR - Figura 10: Diametro de adipocitos
40 A ! mesentéricos de WKY y SHR de 12 semanas
g 4 * de edad. Los resultados estan expresados
Lé 30 1 como la media + E.S de 100 determinaciones
s 1 por animal. Se utilizaron 6 animales/grupo.
7 201 (*) estadisticamente significativo vs control
E p<0,05.
8 101
O d

La distribucion del tamafio de los adipocitos esta ligeramente desplazada a la
izquierda en la cepa SHR confirmando, que los adipocitos, en esta cepa, son mas
pequerios (figura 11).
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Figura 11: Fotografia de adipocitos aislados de tejido adiposo mesentérico fresco, (A) WKY y (B) SHR.
Amplificaciéon 10x. (C) Distribuciéon del tamafio de los adipocitos en el tejido adiposo mesentérico de WKY
y (D) SHR. Los resultados estan expresados como la media + E.S de 100 determinaciones por animal. N= 6
animales/grupo.
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Ademas, € contenido de lipidos totales del tejido adiposo mesentérico es
también significativamente menor en la cepa SHR (43 + 8 g lipidos/100 g tejido)
comparado con WKY (69 + 8 g lipidos/100 g tejido; p<0,05). Estos resultados indican
gque la cepa SHR presenta una menor cantidad de tgjido adiposo perivascular, con
adipocitos mas pequefios y que poseen un menor contenido lipidico, que su control
normotenso.

Sin embargo, no se observaron diferencias en € nimero de adipocitos entre
ambas cepas (figura 12).
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Figura 12: Numero de adipocitos mesentéricos de WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los resultados
estan expresados como la media * E.S de 100 determinaciones por animal. n= 6 animales/grupo.
1.4 Determinaciones bioquimicas plasmaticas

A la edad de 12 semanas, el andlisis de los parametros lipidicos plasméticos
indica que la cepa SHR presenta unos niveles circulantes de triglicéridos, glicerol,
acidos grasos libres y colesterol total significativamente menores a los de la cepa WKY
(tabla 3). Ademas, los niveles de insulina fueron significativamente menores en SHR,

pero sin embargo, los niveles plasméticos de glucosa fueron similares entre las cepas.

WKY
3 meses
Triglicéridos (mg/dl) 1451 +12 94 + 5**
Glicerol (uM) 264+ 17 203 £ 19*
Acidos grasos libres (UM) 621,7 + 91,2 309,2 + 27,2**
Colesterol total (mg/dl) 653+ 3,1 53+0,8**
Insulina (ug/l) 2603 1,6+ 0,4*
Glucosa (mg/dl) 136 +4,7 130+5,8

Tabla 3: Determinaciones bioquimicas plasmaticas en ratas macho WKY y SHR de 12 semanas de edad.
Los datos representan la media + E.S de 6 determinaciones por animal. (*) estadisticamente significativo vs
control p< 0,05, (**) p<0,001.
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1.5 Determinacion de la actividad noradrenérgica en el tejido adiposo lumbar de
ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad mediante HPLC

Para determinar si las modificaciones en la cantidad de tejido adiposo en la cepa
SHR se deben a una hiperreactividad simpética se determind la actividad noradrenérgica
por HPLC en €l tgido adiposo lumbar de WKY y SHR de 12 semanas de edad. El
tiempo de retencion del metabolito de la noradrenalina, el DOMA, fue de 4,03 min y €l
de la NA de 6,6 min. Dicha actividad se expresd como el cociente entre el DOMA vy la
NA, la cual fue similar entre ambas cepas (figura 13). Indicando que la actividad
simpética en la cepa SHR alas 12 semanas de edad no esté incrementada con respecto a

su control normotenso, WKY .

O wky

6_ISHR
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DOMA/NA
w
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0 -
Figura 13: Actividad noradrenérgica en el tejido adiposo lumbar de WKY y SHR de 12 semanas de edad
Los resultados estan expresados como la relaciéon entre el DOMA y la NA de n=5-6 determinaciones/ cepa.
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2. Reactividad vascular general del lecho mesentérico de ratas WKY y SHR de 12

semanas de edad

2.1 Respuesta contractil del lecho vascular mesentérico a KCl
La presion basa de perfusion del lecho vascular mesentérico a flujo de 2
mL/min fue similar en ambas cepas (WKY=6,9+ 0,6 mm Hg; SHR=7,1+ 0,6 mm Hg).
Para comprobar la funcionalidad del lecho mesentérico tras su canulaciéon, se
administré KCI 75 mM. El KCl 75 mM produjo un aumento de la presion basal de

perfusion que no fue diferente estadisticamente entre ambas cepas (Figura 14).

O wky
1 B sHR
|

B
o

w
S

1

1

=
<

A presion de perfusion (mm Hg)
N
o

o
I

KCIl 75mM

Figura 14: Respuesta contractil del lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 12 semanas de edad a
KC175 mM. Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal de perfusion en mm Hg.
Cada resultado representa la media + E.S de n = 15 determinaciones/cepa.

2.2 Respuesta contractil a fenilefrina 10°M
La fenilefrina, un agonista de los receptores ai-adrenérgicos, produjo un
aumento estable de la presion de perfusion del lecho mesentérico, que fue

significativamente mayor en la cepa SHR comparado con WKY (figura 15).
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Figura 15: Respuesta contractil del lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 12 semanas de edad a
fenilefrina 10° M. Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal de perfusion en
mm Hg. Cada resultado representa la media + E.S de n= 15 animales/cepa. (*) estadisticamente
significativo vs control p< 0,05.

67



Capitulo I
Resultados

2.3 Liberacion basal de oxido nitrico

Con d fin de estudiar la liberacion basal del NO y su contribucién en €
mantenimiento del tono vascular mesentérico, se preincubd e lecho mesentérico,
durante 20 minutos, con un inhibidor no selectivo de la NOS, & L-NAME a una dosis
de 10* M. El L-NAME produjo un aumento similar de la presion de perfusion del lecho
vascular mesentérico, en WKY y en SHR, indicando que la liberacién basal de NO es
similar en ambas cepas (figura 16).
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Figura 16: Efecto del L-NAME 10 M sobre la presion de perfusion del lecho vascular mesentérico de WKY
y SHR de 12 semanas de edad. Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal de
perfusion en mm Hg. Cada resultado representa la media + E.S de n=10-13 determinaciones/cepa.

2.4 Respuesta relajante dependiente de endotelio. Respuesta a acetilcolina

Para analizar la relgjacion dependiente de endotelio se analizo la respuesta a la
Ach (10° — 10 M) de |as arterias mesentéricas precontraidas con fenilefrina 10° M.

La curva de relgacion a Ach fue similar entre ambas cepas, siendo la relgjacion
de aproximadamente un 80-85% del tono previo, en ambas cepas (Figura 17), indicando
gue larelgjacion dependiente de endotelio fue similar en WKY y SHR.
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Figura 17: Respuesta relajante a acetilcolina (Ach) del lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 12
semanas de edad, precontraidas con fenilefrina 10° M. La relajacién dependiente de endotelio fue similar
en ambas cepas. Los resultados estan expresados como relajacion en porcentaje de la contracciéon a
fenilefrina 10 M. Cada resultado representa la media + E.S de n=16-12 determinaciones/cepa.
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2.5 Efecto de la inhibicion de 1a NOS sobre la respuesta a acetilcolina

A pesar de que la respuesta relgjante dependiente de endotelio en las arterias
mesentéricas es dependiente principalmente del EDHF, se analiz6 la posible
contribucion del NO, en larelajacidén mediada por la acetilcolina. Para ello se determiné
el efecto del L-NAME 10™* M, un inhibidor no selectivo de laNOS, en larespuestaala
Ach (10°-10° M) de las arterias mesentéricas precontraidas con fenilefrina 10° M. En
estas condiciones, la Ach indujo una respuesta relgjante similar en ambas cepas y de
aproximadamente e 100% del tono previo, (Figura 18), lo que sugiere que la
contribucion del NO en la respuesta vasodilatadora inducida por la Ach en las arterias

mesentéricas es escasa e igual en ambas cepas.
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Figura 18: Respuesta relajante a acetilcolina (Ach) del lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 12
semanas de edad, precontraidas con fenilefrina 10° M en presencia de L-NAME 10 M. Los resultados
estan expresados como incremento de la presién basal de perfusion en porcentaje de la contraccién a
fenilefrina 10° M. Cada resultado representa la media + E.S de n=12-16 determinaciones/cepa.

2.6 Respuesta relajante independiente de endotelio. Respuesta a nitroprusiato
sédico

Para analizar |a capacidad relgjante del musculo liso vascular, independiente de
endotelio, se realizé una curva de concentracion-respuesta a NPS (10?2 10° M) en las
arterias mesentéricas precontraidas con fenilefrina 10° M.

En ambas cepas € NPS, indujo una vasodilatacion dependiente de la
concentracion. A las dosis més pequefias de 10 y 10 M, la respuesta a NPS fue
significativamente menor en la cepa SHR. Sin embrago, a dosis més elevadas, de 10° a
10° M, la respuesta a NPS fue similar en ambas cepas. Esto sugiere que la respuesta
relgante independiente de endotelio es similar en WKY y SHR, por lo que la
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sensibilidad de la guanilato ciclasa o la capacidad del musculo liso vascular para

contraer y relgjar es similar en ambas cepas (figura 19).
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Figura 19: Respuesta relajante a NPS del lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 12 semanas de
edad, precontraidas con fenilefrina 10° M. Los resultados estan expresados como incremento de la presion
basal de perfusién en porcentaje de la contraccion a fenilefrina 105 M. Cada resultado representa la media
+ E.S de n =7-8 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p< 0,05.

3. Estudio del efecto anti-contractil de la grasa perivascular mesentérica de WKY

y SHR de 12 semanas de edad

3.1 Papel de los canales de potasio dependientes de voltaje sobre el efecto
anticontractil del tejido adiposo perivascular

Para confirmar la participacion de los canales Kv en € efecto anticontréactil
mediado por el ADRF, analizamos la respuesta del lecho vascular mesentérico a la
inhibicion de los canales de potasio dependientes de voltgie (Kv). Para ello, incubamos
el lecho vascular mesentérico, durante 20 min, con € blogueante de estos canales, la 4-
AP, aunadosisde 2 x 10°M.

La 4-AP, 2 x 10° M, produjo un aumento de la presion de perfusion del lecho
mesentérico que fue significativamente menor en SHR. (WKY: 6,143 + 1,036 y SHR:
2,128 + 0,325; p< 0,05) (Figura 20). Esto sugiere gue la liberacion basal de ADRF es
significativamente menor en SHR.
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A presion perfusion (YoFeniefrina)

4-AP 2x10°3M
Figura 20: Efecto 4-AP 2 x 10° M de la sobre la presiéon de perfusion del lecho vascular mesentérico de
WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal
de perfusién en mm Hg. Cada resultado representa la media + E.S de n= 10-13 determinaciones/cepa. (*)
estadisticamente significativo vs control p< 0,05.

3.2 Relacion entre el efecto anticontractil del ADRF y la cantidad de tejido

adiposo perivascular

Puesto que e efecto anticontréctil del ADRF es dependiente de la cantidad de
tejido adiposo perivascular, se anaiz6 la relacion entre la respuesta a la 4-AP y la
cantidad de tejido adiposo perivascular. Se encontrd, que existia una correlacion
positiva entre la respuesta contréctil inducida por la 4-AP y la cantidad de tejido
adiposo mesentérico (figura 21), es decir, en la cepa SHR la respuesta contréactil
inducida por la 4-AP es significativamente menor que en WKY, por presentar una

menor cantidad de tejido adiposo mesentérico.
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3.3 Efecto de la inhibicion de los canales de potasio dependientes de voltaje sobre
la respuesta del lecho vascular mesentérico a serotonina

Para determinar s las diferencias observadas entre WKY y SHR en la cantidad
de tgjido adiposo mesentérico pueden influir en la regulacion de la funcion vascular del
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lecho mesentérico, realizamos una curva concentracion-respuesta a 5-HT (10°-10° M),
en ausencia (Figura 22) y en presenciade la4-AP (2 x 10° M) (Figura 23).

La siguiente figura muestra la respuesta contractil del lecho vascular
mesentérico a distintas concentraciones de 5-HT (10°-10"° M) en ausencia de 4-AP. En
la cepa SHR la vasoconstriccion inducida por la 5-HT, a las concentraciones mas altas
(106-10'5 M), fue significativamente mayor que en WKY .

En la cepa WKY la 4-AP produjo un incremento de la respuesta contractil a 5-
HT, que fue estadisticamente significativo ala dosis de 10° M (Figura 23A), indicando
gue en lacepa WKY, alaedad de 12 semanas, existe un efecto anticontractil del tejido

adiposo perivascular mesentérico, que no existe en la cepa SHR (Figura 23B).
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Figura 22: Curva concentracién-respuesta de 5-HT (10-°-10-5 M) en el lecho vascular mesentérico de WKY y
SHR de 12 semanas de edad. Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal de
perfusion en mm Hg. Cada resultado representa la media + E.S de n=9 determinaciones/cepa. (*)
estadisticamente significativo vs control p< 0,05.

A. B
807 WKY. 4AP 8071 @ SHR, -4AP
2 70 ] D 701 -@- SHR, +4-AP
E 1 @ WKy, +4-AP T ] ;
£ 60 ] = 60
c 507 < 50 1
© ] hel 40_'
g 407 * g 401
g 301 ) g 301
5 207 g o £ 207
8 101 ° D 101
= ] o =
2‘ 0—_ ............ o0 Q- Q@ Q@ 2‘ 0

-10 ——— -10

9 -85 -8 75 7 -65 -6 -55 -5 9 -85 8 -75 -7 65 6 -55 -5
5-HT, log (M) 5-HT, log (M)

Figura 23: Curva concentracion-respuesta de 5-HT (10--105 M) en el lecho vascular mesentérico de WKY y
SHR de 12 semanas de edad, en presencia y en ausencia de 4-AP (2 x 103 M), WKY (A) y SHR (B). Los
resultados estan expresados como incremento de la presion basal de perfusion en mm Hg. Cada resultado
representa la media + E.S de n=6 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05.
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4. Caracterizacion de las ratas WKY y SHR de 4 semanas de edad

Con € fin de estudiar s estas alteraciones en la cantidad de tejido adiposo
perivascular eran 0 no una consecuencia de la hipertensiéon arterial, se determind la
cantidad de tejido adiposo mesentérico, lumbar y periadrtico, en ratas macho de 4

semanas de edad.

4.1 Medidas hemodinamicas

A la edad de 4 semanas no se encontraron diferencias significativas en la PAS
entre WKY y SHR (WKY: 88,7 + 4,7 mm Hg; SHR: 99,8 + 3,9 mm Hg). Aungue, la
cepa SHR presenta unos niveles de PAD y FC significativamente superiores que WKY
(WKY: 49 £ 5 mm Hg; SHR: 65,5+ 3,7 mm Hg, WKY: 249 + 17 latidos/min; SHR:
303 + 12 latidos/min). Confirmando que a esta edad la hipertension no esta todavia
establecida en la cepa SHR, siendo por tanto, a esta edad, ratas prehipertensas.

4.2 Pesos de los animales y de los tejidos adiposos

A esta edad, tampoco se encontraron diferencias en € peso del animal entre
WKY vy SHR, pero la cepa SHR ya presentaba alteraciones estadisticamente
significativas en la cantidad de tejido adiposo mesentérico y lumbar, a igual que ocurria

alaedad de tres meses, cuando la hipertension arterial ya esta establecida (tabla 4).

WKY

1 mes
Peso rata (g) 68+ 3 62+ 2
Peso mesenterio (mg/g) 9+0,3 80,3
Volumen mesenterio (1/g) 10+£04 8 +0,4*
Densidad mesenterio (g/l) 0,95+ 0,05 0,98 £ 0,05
Tejido adiposo lumbar (mg/g) 2+03 1+0,2*
Tejido adiposo periadrtico (mg/g) 0901 0,8+0,04

Tabla 4: Peso del animal y del tejido adiposo mesentérico, lumbar y periadrtico expresado por el peso de
rata, de ratas macho WKY y SHR de 4 semanas de edad. Los datos representan la media + E.S de 17
determinaciones por animal. (*) estadisticamente significativo vs control p< 0,05.
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4.3 Parametros bioquimicos plasmaticos
Los niveles plasméticos de triglicéridos, glicerol, colesterol total y glucosa
fueron similaresentre WKY y SHR alaedad de 4 semanas (tablab).

WKY

1 mes
Triglicéridos (mg/dl) 43+5 51+4,6
Glicerol (M) 194+ 21,6 195 +14,3
Colesteral total (mg/dl) 53155 56+ 4
Glucosa (mg/dl) 143+£58 139+ 9,6

Tabla 5: Bioquimica plasmatica de ratas macho WKY y SHR de 4 semanas de edad. Los datos representan
la media + E.S de 6 determinaciones por animal.

4.4 Determinacion de la actividad noradrenérgica en el tejido adiposo lumbar de
ratas WKY y SHR de 4 semanas de edad mediante HPL.C

La actividad noradrenérgica se determind también en €l tgjido adiposo lumbar de
WKY y SHR de 4 semanas de edad. El tiempo de retencion del DOMA, fue de 4,02 min
y el delaNA de 6,3 min. Dichaactividad se expresd como el cociente entre el DOMA y
la NA, la cua fue similar entre ambas cepas (Figura 24). Indicando que la actividad
simpética en la cepa SHR a las 4 semanas de edad no estd incrementada con respecto a

su control normotenso, WKY.

DOMA/NA

0 -

Figura 24: Actividad noradrenérgica en el tejido adiposo lumbar de WKY y SHR de 4 semanas de edad
Los resultados estan expresados como la relacion entre el DOMA y la NA de n=5-6 determinaciones/ cepa.
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5. Reactividad vascular general del lecho mesentérico de ratas WKY y SHR de 4

semanas de edad

Puesto que las ateraciones en la cantidad y funcion del tegido adiposo
mesentérico pueden contribuir a incremento de las resistencias vascul ares periféricas en
la hipertension, nuestro siguiente proposito fue determinar s las alteraciones
encontradas en SHR en e efecto anticontractil del tejido adiposo perivascular eran

previas o posteriores a desarrollo de la hipertension.

5.1 Respuesta contractil del lecho vascular mesentérico a KCl

La presion basal de perfusion del lecho vascular mesentérico a flujo de 1,5
mL/min fue similar en ambas cepas (WKY= 6,4 + 1 mm Hg; SHR= 8,7 £ 1,1 mm Hg).

Atendiendo inicialmente a la reactividad vascular del lecho mesentérico de
WKY y SHR de 4 semanas de edad, se encontré que la respuesta inducida por KCl (75
mM) fue similar en ambas cepas (Figura 25A), a igual que ocurrié con la curva de KCI
(6-75 mM) (Figura 25B), lo que indica, que la capacidad de hiperpolarizacion de las
células del musculo liso vascular es similar en ambas cepas.

A. B.
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Figura 25: (A) Respuesta contractil a KC1 75 mM y (B) Curva concentracion-respuesta de KCl (6-75 mM) en
el lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 4 semanas de edad. Los resultados estan expresados
como incremento de la presion basal de perfusiéon en mm Hg. Cada resultado representa la media + E.S de
n=5-8 determinaciones/cepa.

5.2 Respuesta contractil a prostaglandina F,, y serotonina 10° M
El incremento de la presién de perfusion inducido por la prostaglandina R
(PGF,,) 10° M (Figura 26A) y la5-HT 10° M (Figura 26B), a la edad de 4 semanas,

75



Capitulo I
Resultados

fue significativamente mayor en la cepa SHR, comparado con WKY, como sucedia con
lafenilefrina10° M en lasratas WKY y SHR de 12 semanas de edad.

A. B.
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Figura 26: Respuesta contractil del lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 4 semanas de edad a
PGF24 10°M (A) y 5-HT 10° M (B). Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal
de perfusiéon en mm Hg. Cada resultado representa la media + E.S de n=7 determinaciones/cepa. (*)
estadisticamente significativo vs control p< 0,05.

5.3 Respuesta relajante dependiente de endotelio. Respuesta a acetilcolina
Para analizar la relgjacion dependiente de endotelio se analizo la respuesta a la
Ach (10°-10° M) de lecho vascular mesentérico precontraido con fenilefrina 10° M.
Al igua que en las ratas WKY y SHR, de 12 semanas de edad, |a respuesta a
Ach fue dependiente de la concentracién e indujo una respuesta relagjante similar en
ambas cepas (Figura 27), indicando que larelgjacion dependiente de endotelio en SHR

essimilar alade WKY.
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Figura 27: Respuesta relajante a acetilcolina (Ach) del lecho vascular mesentérico de WKY y SHR de 4
semanas de edad, precontraidas con fenilefrina 105 M. La relajacién dependiente de endotelio fue similar
en ambas cepas. Los resultados estdan expresados como relajacion en porcentaje de la contraccién a
fenilefrina 10° M. Cada resultado representa la media + E.S de n=16-12 determinaciones/cepa.
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5.4 Efecto de la inhibicion de 1a NOS sobre la respuesta a acetilcolina

Para determinar la contribucion del NO en la respuesta relgjante mediada por la
Ach, se andliz6, al igual que en las ratas de 12 semanas de edad, el efecto del inhibidor
inespecifico delaNOS, e L-NAME 10“ M, en larespuestaalaAch (10° —10° M) de
las arterias mesentéricas de WKY y SHR de 4 semanas de edad, precontraidas con
fenilefrina 10° M.

La respuesta del lecho vascular mesentérico a acetilcolina (10°10° M) en
presencia de L-NAME 10 M fue también similar en WKY y SHR de 4 semanas de
edad. Indicando nuevamente, que la contribucion del NO en la respuesta del lecho

vascular mesentérico ala Ach es similar en ambas cepas (Figura 28).

WKY+L-NAME Figura 28: Respuesta relajante a
-®- SHR+L-NAME acetilcolina  (10°-10° M) del lecho
vascular mesentérico de WKY y SHR de
4 semanas de edad, precontraidas con
fenilefrina 10> M en presencia de L-
NAME 104 M. Los resultados estan
expresados como incremento de la
presion basal de perfusion en mm Hg.
Cada resultado representa la media + E.S
de n=5 determinaciones/cepa.

A presion perfusion (%Fenilefrina)

-9 -8 7 -6 -5

Ach, log [M]

5.5 Respuesta relajante independiente de endotelio. Respuesta a nitroprusiato
sodico

Larelgjacion independiente de endotelio, analizada como respuesta a NPS (10°°-
10° M), fue también similar en ambas cepas a la edad de 4 semanas (Figura 29), por lo
gue la capacidad vasodilatadora del musculo liso vascular, independiente de endotelio,
essimilar en WKY y SHR.

Cada resultado representa la media + E.S
de n =5 determinaciones/cepa.

<
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'.g WKY Figura 29: Respuesta relajante a NPS
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L5 3 mesentérico de WKY y SHR de 4
%’ -40 7 semanas de edad precontraidas con
b= E fenilefrina 10° M. Los resultados estan
2 -60'5 expresados como incremento de la
§' E presion basal de perfusion en porcentaje
‘g -807 de la contraccion a fenilefrina 10° M.
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6. Estudio del efecto anti-contractil de la grasa perivascular mesentérica de WKY

y SHR de 4 semanas de edad

6.1 Efecto de la inhibicion de los canales de potasio dependientes de voltaje sobre
la respuesta del lecho vascular mesentérico a serotonina

Para el estudio del efecto anticontractil de la grasa perivascular mesentérica en
ratas prehipertensas, se realizo una curva concentracion-respuesta a 5-HT (10°-10° M),
en presenciade inhibidor de los canales Kv, la4-AP (2x10° M) y en ausencia de este.

En la cepa SHR la vasoconstriccion inducida por la 5-HT (10° -10° M) en
ausencia de 4-AP, fue significativamente mayor que en WKY alas concentraciones mas
elevadas de 3x10" M a10° M (Figura 30).

16 ] WKY *
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Figura 30: Curva concentracion-respuesta de 5-HT (10-2-10- M) en el lecho vascular mesentérico de WKY
y SHR de 4 semanas de edad. Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal de
perfusion en mm Hg. Cada resultado representa la media + E.S de n=9 determinaciones/cepa. (*)
estadisticamente significativo vs control p< 0,05.

Por otro lado, en la cepa WKY, la contraccion inducida por la 5-HT, en
presencia de la 4-AP, fue significativamente mayor que en ausencia del inhibidor
(Figura 31A). Sin embargo, en la cepa SHR, la contraccién inducida por la 5-HT fue
similar tanto en ausencia como en presenda de la 4-AP (Figura 31B). Por consiguiente,
a la edad de 4 semanas, ya existe un efecto anticontréctii del ADRF en la cepa
normotensa, WKY, gue no existe en la cepa SHR. Estos resultados correlacionan con
gque a la edad de 4 semanas la cepa SHR ya presenta unos valores significativamente
menores de tejido adiposo mesentérico, que su control normotenso.
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Figura 31: Curva concentracién-respuesta de 5-HT (10°-10~° M) en el lecho vascular mesentérico de WKY y
SHR de 4 semanas de edad, en presencia y en ausencia de 4-AP, WKY (A) y SHR (B). Los resultados estan
expresados como incremento de la presion basal de perfusiéon en mmHg. Cada resultado representa la
media + E.S de n=6 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p< 0,05.

6.2 Liberacion basal de ADRF

La liberacion basal del ADRF se determind preincubando e lecho vascular
mesentérico con la 4-AP (2 x 10 M), durante 20 min. El incremento de la presion de
perfusion del lecho vascular mesentérico inducido por la 4-AP, fue similar en ambas
cepas (Figura 32). Esto sugiere que a la edad de 4 semanas, la liberaciéon basal del
ADREF no esta ain modificada en SHR, aunque ya existen diferencias significativas en
el efecto anticontractil, del tejido adiposo perivascular mesentérico, en respuesta a

agentes vasoconstrictores, tales como la5-HT.

O wky

B sHR
3,5

A presion perfusion (mm Hg)

4-AP 2x103M
Figura 32: Efecto 4-AP 2 x 103 M de la sobre la presion de perfusion del lecho mesentérico de WKY y SHR

de 4 semanas de edad. Los resultados estan expresados como incremento de la presion basal de perfusion
en mmHg. Cada resultado representa la media + E.S de n= 10-13 determinaciones/cepa.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que las ateraciones en la
cantidad y funcion del TA perivascular podrian contribuir a incremento de la
resistencia vascular observada en SHR y ademés, son previas a desarrollo de la
hipertension.

El TA blanco es un 6rgano endocrino que produce numerosos factores
vasoactivos tales como e ADRF (Lohn y cols., 2002). El lecho vascular mesentérico
contribuye significativamente a las resistencias vasculares periféricas y esta rodeado de
una gran cantidad de TA (blanco) perivascular. Debido a que el TA perivascular regula
el tono vascular de las arterias mesentéricas a través de la activacion de los canales Kv
(Verlohren y cols, 2004) y que la cantidad de grasa visceral es directamente
proporciona a la prevalencia de la hipertension (DiGirolamo y cols., 1998), se €ligio
como modelo el lecho vascular mesentérico para caracterizar la contribucion del TA

perivascular en laresistencia vascular de un modelo de hipertension.

El TA mesentérico de las ratas SHR presentd un peso y un volumen menores
gue las ratas normotensas, WKY/, de la misma edad y peso. Lasratas SHR presentaron
ademés, una menor cantidad de TA lumbar que las ratas WKY. Por lo que la menor
cantidad de TA perivascular que presenta la cepa SHR no es exclusiva del lecho
vascular mesentérico, existiendo por tanto, una reduccion de la cantidad de grasa
visceral en SHR. Esta diferencia se debe a que las ratas SHR (12 semanas de edad)
presentan una menor cantidad de TA mesentérico con adipocitos mas pequefios
(diametro WKY 36,9 + 3 umy SHR 26,9 £ 4,3 um) y con un menor contenido en
lipidos totales pero sin cambios en el nimero de células.

Esta menor cantidad de TA perivascular mesentérico podria ser una
consecuencia de la hiperreactividad simpética observada en SHR (Frohlich y Pfeffer,
1975; Cabassi y cols., 2002) que conduciria a un incremento de la lipolisis (Y oungstrom
y cols., 1998; Hausman y cols., 2001). En los roedores las catecolaminas controlan la
movilizacion de los lipidosy lalipdlisis, en los adipocitos, através de los receptores pz-
adrenérgicos que activan la adenilato ciclasa, la proteina quimasa dependiente de AMPc
y lahormona sensible alalipasa. Lo cua resultaen lahidrélisisdelostriglicéridos y en

la disminucion del tamario de los adipocitos. Este mecanismo es de especial importancia
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en e TA mesentérico ya que presenta una densa inervacion simpatica (Y oungstrom y
cols,, 1995). Ademas, los adipocitos mesentéricos son més sensibles, que los adipocitos
de otros tegjidos adiposos, a efecto inhibitorio de la insulina sobre la lipolisis inducida
por las catecolaminas. De esta manera, |os menores niveles de insulina encontrados en
SHR estarian favoreciendo la lipolisis inducida por las catecolaminas en € TA
mesentérico y lumbar de esta cepa. Sin embargo, € recambio de noradrenaina o
actividad noradrenérgica, determinada como la relacion entre DOMA/NA en e TA
lumbar fue similar entre ambas cepas a las dos edades estudiadas (4 y 12 semanas de
edad). Dichos resultados sugieren como posible mecanismo, a factores genéticos que

determinarian la cantidad de TA perivascular.

El primer objetivo de este capitulo fue determinar s e TA mesentérico
contribuia a mantenimiento del tono vascular en SHR (12 semanas, hipertension
establecida). Debido a que en los animales normotensos el TA perivascular mesentérico
regula el tono arterial mesentérico a traves de la apertura de canales Kv (Verlohren y
cols., 2004), se analizo €l efecto del bloqueante de estos canales, la 4-aminopiridina, en
el lecho vascular mesentérico de SHR de 12 semanas de edad. B hecho de que la 4-
aminopiridina, induzca un incremento de la presion basal de perfusion del lecho
mesentérico mayor en WKY que en SHR, sugiere que €l efecto anticontractil del TA
perivascular mesentérico e2d mediado a través de los canales de potasio dependientes
de voltgje y ademés, depende de la cantidad de TA perivascular, ya que se encontrd que
existia una correlacion positiva entre la respuesta contréactil inducida por la 4-AP y la
cantidad de TA mesentérico, es decir, a menor cantidad de TA mesentérico menor es la

respuesta contractil inducida por 1a 4-AP.

Es importante destacar que las diferencias en la respuesta a la 4-aminopiridina,
observadas entre WKY y SHR de 12 semanas de edad, pueden ser atribuidas a un efecto
anticontractil del TA perivascular, puesto que no son debidas a una diferencia en la
sensibilidad a la hiperpolarizacion de membrana de las células de musculo liso vascular,
ni a un efecto mecanico producido por la diferente cantidad de TA mesentérico. Esto se
demuestra porque las respuestas a KCl 75 mM y a NPS son similares en ambas cepas.
Tampoco se debe a una menor respuesta relgjante dependiente o independiente de
endotelio, ya que no existen diferencias entre ambas cepas en la respuesta a Ach, ni a

NPS, respectivamente.
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Nuestros resultados sobre la respuesta relgante dependiente de endotelio,
coincide con los resultados de otros investigadores, que encontraron que la respuesta
relgjante de las arterias mesentéricas a la Ach era resistente a bloqueo de la liberacion
de NO con inhibidores de la NOS como el L-NAME (Parson y cols., 1994), y que la
cepa SHR no presenta disfuncién endotelial en las arterias mesentéricas a no existir
diferencias, con respecto a su control normotenso, en la respuesta rel gjante inducida por
laAch (Hendriksy cols., 1993; Kong y cols., 1991; Randall y cols., 1991).

La cepa SHR no es s6lo un modelo de hipertension es también un modelo de
resistencia a la insulina con hipertrigliceridemia e intolerancia a la glucosa (Reaven y
cols,, 2004). Sin embargo, nuestras ratas SHR presentaron concentraciones plasmaticas
de triglicéridos, colesterol, acidos grasos libres y glicerol inferiores a las normotensas,
WKY . Las determinaciones plasméticas se realizaron con muestras de sangre extraidas
por la mafiana en animales no ayunados, por |o que los resultados obtenidos representan
los valores postpandriales. Debido a que el ayuno estimula la movilizacién de lipidos y
la lipolisis, se evitaron los ayunos prolongados (24h) para evitar la disminucion de la
cantidad de TA mesentérico que provocan estos dos procesos. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que la disfuncién vascular que presentan las ratas SHR es
independiente de ateraciones en e metabolismo de carbohidratos y lipoproteinas.
Ademas, las dteraciones funcionales del TA perivascular asociadas con la menor
cantidad de este tgjido podrian desempafiar un importante papel en e desarrollo y
mantenimiento de la elevada presion arterial presente en esta cepa.

El siguiente objetivo fue determinar si las ateraciones encontradas en las ratas
SHR de 12 semanas de edad, en la funcion y cantidad de TA perivascular, eran previas
0 posteriores a establecimiento de la hipertension arterial. Para €ello, se utilizaron ratas
WKY y SHR de 4 semanas de edad, que presentaban unos valores similares de presion
arterial sistélica, confirmando que a esta edad la hipertension no estaba alin establecida
en SHR.

Lasratas SHR, ala edad de 4 semanas, ya presentan una menor cantidad de TA
mesentérico y lumbar que las ratas WKY. La reduccion en la cantidad de TA
mesentérico es de aproximadamente un 19 + 1% comparado con WKY . Reduccion muy
similar a la encontrada en las ratas SHR de 12 semanas de edad en las que la
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hipertension ya esta establecida (17 £ 1%). De esta manera, la menor cantidad de TA
perivascular parece estar ligada alacepa SHR y no a grado de hipertensién arterial.

En los animales de 4 semanas, la menor cantidad de TA mesentérico tampoco
modifica la presiéon basal de perfusion del lecho vascular mesentérico, ni la respuesta
contractil al KCI, pero modula la respuesta contractil a agentes vasoconstrictores, como
la5-HT. De esta manera, la4-AP indujo un incremento significativo de la presion basal
de perfusién del lecho vascular mesentérico en respuesta a 5HT en WKY pero no en
SHR, existiendo por tanto, una reduccion del efecto anticontréctil del TA perivascular
en SHR desde su estadio prehipertenso.

Estas diferencias en el efecto anticontractil del TA perivascular no fueron
debidas a un efecto mecanico producido por la diferente cantidad de TA mesentérico,
puesto que la respuesta vascular a KCl y a nitroprusiato sodico fue similar entre WKY
y SHR. También descartamos que fueran debidas a diferencias en la sensibilidad de las
células de musculo liso vascular a la despolarizacion de la membrana, ni a diferencias
en respuesta endotelial dependiente de NO o EDHF, ya que la respuesta a Ach en

presenciay en ausenciade L-NAME fue similar entre ambas cepas.

Respecto a la respuesta vasoconstrictora de las arterias mesentéricas de ratas
SHR prehipertensas, algunos investigadores no han encontrado diferencias en
comparacion con su control normotenso, WKY (Tsuji y cols., 1989), mientras que otros
investigadores han encontrado un incremento de la respuesta contréctil de SHR que
parece ser debido a alteraciones estructurales de la pared vascular del lecho mesentérico
(Lee, 1985; Dickhout y Lee, 1989; Kong y cols.,, 1991; Rizzoni y cols.,, 1994; Le
Marquer-Domagala y Finet., 1997). Estas alteraciones incluyen € incremento del
volumen de la capa media y del nimero de capas musculares lisas, sin cambios en €l
diametro de la luz del vaso en estado relgjado (Dickhout y Lee, 1989). Sin embargo, a
pesar del engrosamiento de la pared vascular y del incremento de la relacion capa
media/llumen de las arterias y arteriolas mesentéricas, no existen diferencias en la

presion basal de perfusion entre ambas cepas (Rizzoni y cols., 1994).

Comparando ambas edades observamos que el efecto anticontréctil del TA
perivascular disminuye con la edad en WKY/, puesto que e efecto de la 4-AP efecto
anticontractil) sobre la curva de 5-HT alas 12 semanas de edad es menor que a las 4

semanas. Sin embargo, en SHR a ninguna de las dos edades existen diferencias en €
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efecto de la 4-AP sobre la respuesta vascular del lecho mesentérico a la curva
concentracion-respuesta de 5-HT. Ademas, la liberacion basal de ADRF alas 4 semanas
de edad es similar entre WKY y SHR, pero en los animales de 12 semanas de edad,
cuando la hipertension esta establecida, existe una reduccion en la liberacion basal de
ADRF en la cepa SHR.

En resumen, el presente capitulo apoya |os resultados previamente publicados de
gue el TA perivascular participa en la regulacion del tono vasomotor. Sugiere que la
menor cantidad de TA perivascular facilita la respuesta contractil de las arterias
mesentéricas y apoya €l concepto de que el aumento de la resistencia periférica que se
asocia a la hipertension podria ser debido en parte a una alteracion de la regulacion
paracrinadel TA perivascular sobre € tono arterial mesentérico mediado através de los
canales de Kv. Ademas, los resultados obtenidos en las ratas SHR de 4 semanas
sugieren que las alteraciones en la cantidad y funcion del TA perivascular son previas a
establecimiento de la HTA y pueden contribuir a incremento de la resistencia vascular
observada en SHR.

Estos resultados parecen ser contradictorios con el hecho de que a mayor
cantidad de grasa viscera abdominal exista mayor prevalencia de hipertension. Sin
embargo, una posible hipétesis es que en condiciones de normopeso exista un efecto
beneficioso del TA perivascular, a aumentar la liberacion de factores vasodilatadores
como el ADRF. Y en condiciones distintas al normopeso (alin por determinar), exista un
desequilibrio entre la liberacion de factores vasodilatadores y vasoconstrictores por
parte del TA perivascular que conduzcan ala elevacion de la presion arterial. De hecho,
en un modelo de obesidad inducida por la exposicion prenatal a nicotina se ha descrito
unareduccién en laliberacién de ADRF por € TA periadrtico de estos animales (Gao y
cols., 2005). Ademas, estos investigadores (Gao y cols., 2006), describieron que el TA
perivascular de ratas WKY de 25-32 semanas de edad, incrementa la vasoconstriccion
mediada por |a activacion de las terminaciones nerviosas perivaculares en respuesta ala
estimulacion eléctrica. Este aumento es debido a incremento de la liberacion de aniones
superdxido por parte del TA perivascular que conduce a la activacion de la tirosina
guinasay de laviade MAPK/ERK.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que € TA perivascular juega un papel

fisiol 6gico/patol 6gico importante en la modul acion de la funcién vascular.
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INTRODUCCION

1. Leptina

La leptina es un péptido de 167 aminoacidos, producto del gen ob. Su nombre
proviene de la palabra griega leptos, que significa delgado, |o que se debe a su evidente
funcion en e control del peso corporal a través de la regulacion del apetito y la
termogénesis. Fue identificada por Zhang y cols, en 1994, en € tejido adiposo.

Esta proteina contiene una secuencia sefia de 21 animoéacidos que se escinde
antes de pasar al torrente circulatorio. La proteina madura, de 146 aminoacidos, tiene un
peso molecular de 16 kD y posee una estructura terciaria con un conjunto de cuatro
hélices, similar alas citoquinas clasicas de hélice larga de clase |, como lainterleucina 2
(IL-2) (Simoén y cols., 2002), la IL-6, la IL-11, la IL-12, el factor inhibitorio de la
leucemia (LIF), € factor neurotréfico ciliar (CNTF), etc (Madg y cols., 1995; Prolo y
cols., 1998). Ademas, la molécula contiene un enlace disulfuro intercadena, que a
parecer es necesario para su actividad biol6gica.

El gen ob se localiza en el cromosoma 6 en el ratdon y en e cromosoma 7 en
humanos (Isse y cols., 1995). Este gen esta constituido por tres exones, separados por
dos intrones, de los cuales la regién que codifica la sintesis de leptina se localiza en los
exones 2 y 3. La leptina presenta pocas variaciones interespecie; asi la leptina humana
presenta una homologia del 83% con laleptinade ratay del 84% con la de raton (Zhang
y cols., 1994).

Las mutaciones en e gen ob revelaron el decisivo permitié establecer la
importancia de dicha hormona en la regulacion del peso corporal y su implicacion en €
origen de la obesidad, no sélo en roedores, sino también en humanos (Zhang y cols.,
1994; Montaguey cols., 1997; Larssony cols., 1998).

Los ratones ob/ob presentan una obesidad de inicio temprano, hiperfagia,
hipotermia, hiperinsulinemia, hiperglicemia, asi como otras alteraciones metabdlicas y
neuroendocrinas (Zhang y cols., 1994). En seres humanos, las mutaciones del gen ob
son infrecuentes (Ahima y Flier, 2000) y causan obesidad mérbida, hiperfagia e
hipogonadismo hipotalamico (Barr y cols., 1997).

Un fenotipo similar presentan los ratones db/db y la denominada rata Zucker
fa/fa (Yamashita y cols, 1997). Se ha comprobado que en ratones ob/ob la
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administracion de leptina corrige la obesidad (Campfield y cols., 1995 y Pelleymounter
y cols., 1995), pero no ocurre asi en los ratones db/db. Hoy se sabe que € raton ob/ob se
caracteriza por la produccion de leptina no funcional (Pelleymounter y cols., 1995;
Weigley cols.,, 1995), mientras que €l ratdn db/db presenta en e receptor de leptina un
dominio intracelular anormal que hace que sea incapaz de activar su mecanismo de
transduccion (Tartagliay cols., 1995; Chen y cols., 1996; Leey cols., 1996). En larata
Zucker fa/fa se observa una mutacion en el dominio extracelular del receptor que
disminuye su afinidad por laleptina (Y amashitay cols., 1997).

Es importante resaltar, que tanto los modelos animales de obesidad como la
obesidad humana, suelen estar relacionados con unaresistencia ala acaén de la leptina
mas gue con una deficiencia en la produccion de la misma (Caro y cols., 1996;
Houseknecht y cols., 1998; Friedman, 1998). De hecho, la hiperleptinemia es una

situacion frecuente en animales y en individuos obesos (Houseknecht y cols., 1998 y
referencias citadas).

1.1 Sintesis, liberacion y metabolismo de la leptina

La leptina se secreta principalmerte por € tejido adipos blanco (adipodtoquing).
En condiciones normales cuando se produce un aumento de grasa en e organismo, se
incrementa la secrecion de leptina, que actla sobre el hipotadlamo para disminuir el
apetito y aumentar el metabolismo basal (Banks, 2004; Frihbeck, 1998 y 2001,
Ravussin, 2002; Unger, 2004).

Los niveles circulantes de leptina correlacionan con €l indice de masa corporal y
la cantidad de tgido adiposo corporal (Banks, 2004; Frihbeck, 1998 y 2001). Sin
embargo, € tejido adiposo blanco no es la tnica fuente de leptina. También se sintetiza
en menor medida por € tegjido adiposo marrdn (Trayhurn y cols., 1999), las células
glandulares del fundus del estbmago (Bado y cols., 1998), e musculo esquelético, €
epitelio mamario, la placenta, la médula espinal, el hipotdlamo, la pituitaria (Ahima 'y
Flier, 2000; Wauters y cols., 2000), y cultivos primarios de osteoblastos (Reseland y
cols.,, 2001). En €l caso del tejido adiposo, la secrecion se lleva a cabo en diversas
localizaciones como: subcutanea, omental, retroperitoneal, perilinfética. Cada uno de
estos tejidos contribuye a los niveles de leptina en diferente cantidad dependiendo del

tamano del depdsito y de sus caracteristicas metabdlicas. Se ha comprobado que la
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expresion de leptina es mayor en la grasa subcutéanea que en la visceral (Montague y
cols., 1997; Van Harmelen y cols., 1998).

Unavez secretada al torrente circulatorio, laleptina circula parcialmente unida a
proteinas plasmaticas, que regulan su vida media, asi como sus funciones biol6gicas
(Houseknecht y cols., 1996). En individuos delgados, con una cantidad relativamente
pequeiia del tegiido adiposo, la mayoria de la leptina circula unida a proteinas
plasméticas, mientras que en los individuos obesos la proporcion de leptina libre en
suero es mayor (Houseknecht y cals., 1996; Sinhay cols., 1996).

La liberacion de leptina presenta un ritmo circadiano con concentraciones
plasméticas ligeramente mas altas durante el dia en e hombre y durante la noche en
roedores (Kastin y cols., 2000; Sinha y cols., 1996). La expresion de leptina en €
adipocito se regula a nivel transcriptional, condicionada por la cantidad de tegjido
adiposo blanco y el tamafio del adipocito. Ademés, su expresion y |os niveles séricos
aumentan después de la ingesta y se suprime rapidamente con €l ayuno, €l cual s es
prolongado, reduce considerablemente la cantidad de tgjido adiposo y € tamafio del
adipocito (Peelman y cols., 2004). Aunque la masa grasa corporal es € principa
determinante de los niveles séricos leptina, su secrecion esta regulada por numerosos
factores. De todos ellos el mejor caracterizado es la insuling, la cua estimula su
secreccion desde € tgjido adiposo, tanto in vivo como in vitro (Barr y cols., 1997;
Houseknecht y cols., 1998; Havel, 2001). Ambas parecen actuar informando al cerebro
del contenido corporal de grasay regulando asi laingesta 'y el peso corpora (Baskin y
cols., 1999). También el TNF-a y lainterleucina-1 son citoquinas que parecen aumentar
la expresion y la secrecion de leptina, tanto en roedores como en humanos. |gualmente,
la administracion de glucocorticoides, como €l cortisol, pueden aumentar la expresion
de leptina (Simén y cols,, 2002). A este respecto, los estudios realizados en ratas han
demostrado una regulacion negativa entre laleptinay e cortisol, de modo que la propia
leptina es capaz de inhibir la sintesis adrenal de cortisol (Bornsteiny cols., 1997).

Por otro lado, la leptina también estd sometida a una regulacion nerviosa,
principalmente, a través del sistema simpatico. Se ha descrito que la administracion de
agonistas p-adrenérgicos produce una inhibicién en la expresion del gen ob en € tgjido
adiposo blanco asi como una disminucién en los niveles de leptina circulante (Deng y
cols., 1997). También estimulos como €l frio, el consumo de tabaco o el gercicio fisico

pueden reducir 1os niveles de leptina por estimulacion simpatica (Simoén y cols., 2002).
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El aclaramiento plasmatico de la leptina es répido, o que condiciona su corta
vida media (unos veinticinco minutos para la leptina endégena, y de noventa minutos,
paralaexogena (Cuminy cols., 1996). Su eliminacion se produce, fundamentalmente, a
nivel rena (Simén y cols., 2002) por filtracion glomerular y degradacion metabdlica en

los tubulos renales (Cumin y cols., 1996 y 1997).

1.2 Receptores de leptina

La leptina actla via receptores transmembrana, que pertenecen a la familia de
los receptores de citoquinas clase | (L6limanny cols., 1997; Tartaglia, 1997).

El receptor de leptina (Ob-R) se codifica por € gen db. Fue identificado en el
plexo coroideo de ratén por Tartagliay cols en 1995. Hasta el momento se han descrito
seis tipos de receptores de leptina Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf
(Tartagliay cols., 1995) capaces de formar homodimeros en ausencia de leptina, y que
se activan mediante cambios conformacionales inducidos por ligando (Devos y cols.,
1997). Estos receptores presentan: i) un dominio extracelular idéntico, de unos 800
amino&cidos, localizado en el extremo aminoterminal, donde se encuentra e sitio de
union de lalepting; ii) un dominio transmembrana de 34 aminoéacidos; iii) y un dominio
intracelular variable, caracteristico de cadaisoforma.

Asi las isoformas se pueden clasificar en tres clases. corta, largay soluble. Las
formas cortas del receptor, Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf, contienen 30-40 residuos
citoplasmicos. Sin embargo, solamente la isoforma larga, Ob-Rb, se considerd
inicialmente receptor funcional, debido a que tiene un dominio intracelular de
aproximadamente 300 residuos citoplasmicos (mas de largo en seres humanos que en
raton), y las dos regiones necesarias (Box 1 y Box 2) para la interaccion con otras
proteinas y la subsecuente activacion de la via de sefidizacion (Tartagliay cols., 1995).
La isoforma soluble, Ob-Re, carece de dominio transmembrana e intracelular. ES €l
determinante principal de los niveles plasméticos de leptina. Tiene una gran afinidad
por laleptina circulante y parece actuar regulando los niveles plasmaticos de esta (Chan
y cols., 2002; Hegyi y cols., 2004). Al unirse alaleptinalibre, e complejo leptina-Ob-
Re formado no es capaz de activar al Ob-Rb, por lo que dicho receptor actuaria
secuestrando a la leptina libre e impidiendo su union al receptor Ob-Rb y la activacion

delaviade sefaizacion (Yang y cols., 2004).
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El Ob-Ra y Ob-Rc se localizan principalmente, en e plexo coroideo y los
microvasos cerebrales (Tartaglia y cols., 1995; Bjarback y cols., 1998), en donde se
encargan de transportar la leptina al sistema nervioso centra (SNC) a través de un
mecanismo de transporte saturable, para acceder a los nucleos hipotaldamicos y ali
gjercer sus funciones (Tartaglia y cols., 1995; Schwartz y cols., 2000; Campfield y
cols., 1995; Banks y cols., 1996; Golden y cols., 1997). El Ob-Rb, conocido como
forma larga del receptor, se expresa principalmente en el hipotdlamo concretamente en
los nucleos arqueado, el ventromedial y e paraventricular (Schwartz y cols., 1996;
Couce y cols.,, 1997). En estos nucleos, sobre todo en el NAR, existen neuronas que
sintetizan mediadores relacionados con el control de laingesta y la termogénesis como
el neuropéptido Y (NPY) o la proopiomelanocortina (POMC). También se halocalizado
el receptor Ob-Rb en e hipocampo, la corteza (Funahashi y cols., 2003), en € area
ventral tegmental y en la sustancia negra (Figlewicz y cds., 2003).

En la periferia, & receptor Ob-Rb se ha identificado en los tubos colectores y en
los uréteres, asi como en la zona glomerulosa del rifion (Chen y cols., 1999; Bornstein y
cols., 2000). También se halocalizado en e pulmén y en €l higado (Fei y cols., 1997) y
en el endotelio vascular (SierraHonigmann y cols., 1998). En € pancreas € receptor
Ob-Rb y el Ob-Ra se localizan en las células 3, donde la leptina inhibe la liberacién de
insulina (Tanizawa y cols., 1997). En estudios in vitro, se ha localizado también €l
receptor Ob-Rb en el citoplasma de los adipocitos, y en otros componentes del tejido
adiposo, como son las células endoteliales y los macrofagos (Bornstein y cols., 2000).
También en los linfocitos CD4 y CD8, las células NK, los enterocitos (Fruhbeck, 2001)

y en cultivos de células del musculo liso vascular (Rodriguez y cols., 2006).

1.2.1 Internalizacion del receptor de leptina

En condiciones normales se estima gque solo el 5-25 % de las isoformas del Ob-R
se encuentra presente en la superficie celular, estando la mayoria contenidas en
vesiculas intracelulares (Barr y cols., 1999). Tanto € Ob-Ra como Ob-Rb median la
internalizacion y la degradacion lisosomal, siendo los aminoécidos 8-29 del dominio

intracelular determinantes en el proceso (Sweeney, 2002; Lundin y cols., 2000).
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Ambas isoformas son proteinas membrana efimeras que siguen rutas
intracelulares similares, a pesar de que de sus dominios citoplasmicos presenten

diferencias estructurales y funcionales (Belouzard y cols., 2004).

1.3 Vias de sefializacion de la leptina

La ruta de las JAK-STAT es la principa via de sefiaizaciéon de la leptina
(Vaisse y cols., 1996; Bjorbaek y cols., 1997). El Ob-R interacciona con las proteinas
JAKSs (principamente la JAK2) y STAT através de las regiones intracelulares Box1 y
Box2 (Murakami y cols., 1991; Jiang y cols., 1996). La region Box 1, rica en prolina,
corresponde a los aminoécidos intracelulares 6-17. Esta region y los aminoacidos
intracelulares 31-36 son indispensables para la interaccion del Ob-R con las proteinas
JAKs (Kloek y cals., 2002).

El dominio intracelular de todas | as isoformas del Ob-R contiene la region Box1,
mientras que solamente, el Ob-Rb presenta también la region Box2 y los sitios de union
ala STAT. Bahrenberg y cols (2002) demostraron que la region Box 2 no era necesaria
paralainteraccién con las proteinas JAKs. Sin embargo, sin esta region no seria posible
la activacion de la via de sefializacion de la STAT (Murakami y cols., 1997). Por lo
tanto, aunque inicialmente solamente se consider6 a OB-Rb e implicado en la
transduccion de la sefial de leptina, las isof ormas cortas también han demostrado
capacidades de sefializacion diferentes (Murakami y cols., 1997; Bjorbaek y cols., 1998;
Yamashitay cols., 1997).

En la region intracelular del receptor Ob-Rb existen otras secuencias de
aminoacidos sin los cuales no seria posible la activacion de las STAT. Entre éstos hay
dos aminoé&cidos cruciales para dicha sefializacion: Leu896 y Leu897 (Hegyi y cols,,
2004). Por otro lado, este receptor contiene tres residuos de tirosina en las posiciones
985, 1077 y 1138, necesarios también en el proceso de sefiaizacion (Banks y cols,,
2000). De esta manera, la Tyr985 es necesaria para la activacion de la via de
sefidlizacion de Ras/Raf/ERK. Mientras que las Tyr1077 o Tyr1138 son necesarias para
la activacion del STATS5 y la Tyrll38 es esencia para la activacion de STAT3
(Friihbeck, 2006).

Para activar la cascada de sefializacion JAK-STAT se produce inicialmente la
union de laleptinaa Ob-Rb. Esta unidn hace que las JAK2 citoplasméticas se unan ala
region proximal del Ob-Rb y se autofosforilen (Bjorbaek y cols., 1997). Las JAK2
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fosforilan las Tyr985 y Tyr1138 del receptor. Estas tirosinas fosforiladas serviran como
sitios de union para una proteina con dominios SH2 (src homology 2) denominada
STAT3 (Banksy cols., 2000) que, a continuacion, se fosforila por las JAK2. LaSTAT3
fosforilada (pSTAT3) se separa del receptor y forma homo- y heterodimeros. Los
heterodimeros de pSTAT3 formados actian en e nldcleo como reguladores
transcripcional es de diversos genes o factores, incluido el SOCS3 (supressor of cytokine
signaling-3) (Bjorbaek y cols., 1999; Hegyi y cols.,, 2004) (Figura 33). La proteina
SOCS3 contiene también dominios SH2. Se encuentra en neuronas hipotalamicas que
expresan NPY o POMC (Sahu y cols., 2003).

Como reguladores negativos de dicha sefializacion se encuentran: 1) e SOCS3,
gue bloquea la fosforilacion de las proteinas JAK y la activacion de las proteinas STAT
(Endo y cals., 1997), 2) las proteinas PTP1B (protein tyrosine phosphatase 1B), que
desfosforilan la JAK2 (Bjgrback y Kahn, 2004; Sahu, 2004) y 3) las proteinas PIAS3
(protein inhibitor of activated STAT) que bloquean la unién de la STAT3 a ADN e
inhiben la transcripcion génica mediada por la STAT3 (Chung y cols., 1997) (Figura
33).

La union de la leptina a su receptor es capaz de activar los STAT3, 5y 6
(Sweeney, 2002).

Membrana

Citosol

Nucleo

Figura 33: Esquema de la sefalizacion intracelular de leptina a través de las JAK-STAT. Modificado de
Frithbeck G., 2006 JAK, Janus tyrosine kinase; STAT3,signal transducer and activator of trasncription; SOCS3,
supressor of cytokine signaling-3; PTP1B , protein tyrosine phosphatase 1B; PIAS3, protein inhibitor of activated
STAT.
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Ademas, el Ob-Rb y en menor medida, el Ob-Ra, son capaces de activar la via
de sefidizacion de la MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Bjerbaeck y cols.,
1997); Banksy cols., 2000) (Figura 34).

Esta activacion de la via de sefidizacion de la MAPK se ha observado in vivo e
in vitro, asi como a nivel central y periférico. En €l tegjido adiposo blanco la leptina
estimula la actividad de la NOS a través de un mecanismo complegjo que implica a la
PKA y a p42/44 MAPK (Mehebik y cals., 2005).

Ademas, la leptina a igual que otras citoquinas, y factores de crecimiento es
capaz de activar a la INK (the stress-activated protein kinase) (Figura 34). De esta
manera, en las células de Kupffer tratadas con lipopolisacaridos, produce un aumento
del TNFo via p38 y JNK MAPK y en células de musculo liso vascular, induce
hipertrofia via p38 MAPK. Lo que indica el importante papel de esta hormona en la

fisiologia cardiovascular y en el remodelado vascular (Frihbeck, 2006).
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Figura 34: Esquema de la interaccién del receptor de leptina con las vias de la PI3K y de la MAPK.
Modificado de Friithbeck., 2006. IRS, sustratos del receptor de insulina; PI3K, fosfatidilinositol-3-quinasa;
PDE3B, fosfodiasterasa 3B.C/EBP;, eNOS, ¢xido nitrico sintasa endotelial; DAG, diacilglicerol; PLC,
fosfolipasa C.

Por otro lado, tanto en el sistema nervioso central como en €l tgjido adiposo, el
pancreas o0 e higado, la via de sefiaizacion de la leptina puede interaccionar con la
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cascada de sefidlizacion de la insulina Zhao y cols., 1998; 2000; 2003). Esta via de
sefidizacion es dependiente de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3-K) e implica la
activacion de la fosfodiasterasa 3B (PDE3B) (Miki y cols., 1996) y lareduccién de los
niveles de AMPc, que es capaz de competir con la STAT3 por su unién al receptor
(Figura 33). De esta manera, laleptina en las células B-pancredticas, inhibe laliberacién
de insulina inducida por e péptido similar a glucagon 1 (Zhao y cols., 2000). Sin
embargo, los mecanismos de interaccion entre la leptina y la insulina pueden diferir en

funcion del tipo de célula

1.4 Efectos fisiologicos de la leptina

De acuerdo con una distribucion casi ubicua de sus receptores, la leptina
desempefia una amplia variedad de funciones biolégicas en € sistema nervioso central
como en la periferia (Fruhbeck, 2001; 2002; Baratta, 2002; Muoio y Dohm, 2002;
Harvey y Ashford, 2003; Bjerbasck y Kahn, 2004).

Dichas acciones incluyen desde su efecto sobre el balance energético, que gerce
a nivel central como factor saciante, regulador de la ingesta y del peso corporal, a
reducir la sintesis del NPY (potente orexigénico) y estimular alas neuronas gque secretan
POMC (anorexigeno) (Schwartz y cols., 2000). Y a nivel periférico (tgjido adiposo
marrén, e rifion, e misculo esguelético, la glandula adrena) a activar € tono
simpatico y aumentar la termogéneds (a incrementar la actividad de las proteinas
desacoplantes, UCPs, implicadas en la disipacion de energia en forma de calor) y el
gasto energético (Dunbar y cols., 1997; Da-Wei y cols., 1997).

A multitud de efectos sistémicos, como en la funcion reproductiva y el
desarrollo, en lafuncion inmunitaria: estimula hematopoyesis y la actividad fagocitaria
de los macréfagos; en la angiogénesis, en la formacion de hueso, en la regulacién del
gje hipotalamo-hipofisis adrenal, en metabolismo: al facilitar la utilizacion de la glucosa
(Trayhurn y cols., 1999) y mejorar sensibilidad de la insulina 'y en estimulacion de la

lipolisis (Simoén y cols., 2002).
1.4.1 Leptina y funcion vascular

Recientementese havisto guelaleptinatamhién contribuye alahomeostasis del tono
vascular (Fruhbeck, 1999, Lembo y cols., 2000; Vechhione y cols., 2002, Fortuiio y
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cols., 2002). Sus efectos hipotaldamicos tendrian como consecuencia un aumento de la
presion arteria, por activacion del sistema nervioso simpatico (Frihbeck, 1999),
mientras que €l efecto vascular directo, que g erce sobre sus receptores presentes en la
capa muscular (Fortufio y cols., 2002) y en e endotelio vascular, seria vasodilatador
(Frihbeck, 1999).

La leptina induce vasodilatacién directa a través de mecanismos endoteliales que
difieren en funcion de lecho vascular estudiado. En vasos de conductancia, como la
aorta de rata, la leptina produce vasodilatacion por liberacion de NO mediante la
activacion de la NOS endotelia a través de la fosforilacion de la proteina
serinaltreonina quinasa denominada Akt (Vechhione y cols., 2002). Este efecto
vasodilatador dependiente de NO endotelial se confirmé a inhibirse en presencia del
inhibidor inespecifico de la NOS, € L-NAME y en ausencia de endotelio (Lembo y
cols., 2000; Vechhioney cols., 2002).

En cambio, en vasos de resistencia, como las arterias mesentéricas, el efecto
vasodilatador de la leptina se produce por liberacién del EDHF, ya que la relgjacion
mediada por la leptina disminuye en presencia del inhibidor del EDHF, brefeldina A
(Lembo y cols.,, 2000). Por otro lado, Rodriguez y cols (2007) han sugerido
recientemente que la leptina produce vasodilatacion por efecto directo sobre la capa
media, a bloguear la entrada de calcio a las células de musculo liso vascular inducida
por la Ang I, y disminuir la respuesta contréctil inducida por la Ang |1, a incrementar
la produccion de NO en las células de musculo liso vascular principalmente a través de
laNOS inducible.

Ademas, Vechhione y cols (2003) han demostrado que la insulina y la leptina
participan conjuntamente en la modulacién del tono vascular. La insulina potencia la
vasodilatacion inducida por la leptina, incrementando la liberacion de NO, al aumentar
lafosforilacion de laNOS endotelial mediada por la Akt.

Por otro lado, la leptina estd implicada en el proceso aterogénico al favorecer la
agregacion plaguetaria 'y latrombosis; la produccion de citokinas inflamatorias, como €l
TNFa, la IL-6, y la IL-12; promover el crecimiento de neointima; estimular la
produccion mitocondrial de aniones superoxido en las células endoteliales de aorta; y la
calcificacion delas células del musculo liso vascular (Kougiasy cols., 2005).
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OBJETIVOS CONCRETOS

El objetivo de este capitulo es estudiar larelacion entre la leptina periadventiciay la
funcidn vascular en hipertension. Para ello se caracterizaran |os siguientes aspectos:

1. Cuantificacion de la leptina plasmética y del tegiido adiposo perivascular
(periaortico y mesentérico) en ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad.

2. Cuantificacion de la expresion génica de leptina en €l tejido adiposo periadrtico,
meséntérico y lumbar para:

- El estudio de las diferencias regionales en la expresion génica de
leptina dentro de la misma cepa.

- El andlisis del patron de expresion de la leptina en los distintos
tipos de tejido adiposo en hipertension.

- El estudio del efecto del tratamiento agudo con leptina sobre la
expresion génica de leptina en el tgido adiposo periadrtico,
mesentérico y lumbar.

3. Papel de la leptina en la reactividad vascular de la aorta y de la arteria
mesentérica superior de estos animales.

4. Caracterizacion y cuantificacion de los receptores de leptina de la aorta y del
lecho vascular mesentérico de estos animales. Andlisis de la via de sefializacion
del receptor Ob-Rb através dela STAT-3.
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MATERIAL Y METODOS

1. Cuantificacion de la leptina plasmatica y del tejido adiposo perivascular
(periaortico y mesentérico) en ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad

Para la determinacion de la cantidad de leptina plasmética y perivascular se
utilizaron las ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad (ver capitulo 1) que fueron
sacrificadas por decapitacion. Las muestras de sangre fueron recogidas en EDTA y
junto con las muestras de TA periadrtico y mesentérico se conservaron a-80° C hasta su
utilizacion.

La concentracion de leptina se determind por enzimoinmunoensayo (ELISA)
utilizando un kit comercial basado en la técnica directa tipo sandwich (TiterZime®EIA
rat Leptin), con un limite de deteccion de 41,48 pg/ml. El % de variacion intraensayo e
interensayo fue del 5,6-13,9 y del 11,2-9,9, respectivamente, en funcién de la
concentracion de leptina. Las muestras de plasma se diluyeron en agua destilada. La
disolucién del plasma fue 1:5. Las muestras de TA mesentérico y periadrtico (300 mg
aprox), se homogenizaron segin el método de Russel y cols. Se diluyeron en 3-4
voliumenes de tampon de homogeneizacion (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, Sacarosa
250 mM, con un pH de 7,4, inhibidores de proteasas. Leupeptina 2,5 pg/ml, Aprotinina
3,5 pg/ml, PMSF 1mM y Triton X-100 a 1%, que favorece la extraccion de leptina del
tgjido). La homogenizacion se llevo a cabo en unos tubos de pléastico duro, pequefios
gue introducimos en el homogenizador (Ultra-turrax) 30 seg, 15 seg en €l hielo y otros
30 seg en e homogenizador. Una vez homogeneizado € tejido se centrifugé a 14000
rpm durante 15 min a 4° C para separar la capa de grasa. Seguidamente se recogio el
sobrenadante, en el cual se determind la cantidad de leptina.

La determinacion se realizd en una placa de 96 pocillos tapizados con el
antisuero primario anti-leptina. Se utilizaron 100 pl de cada muestra. Después de una
incubacion de 1 horaa 37° C se lavé la placa 7 veces con tampon de lavado, y se volvio
a incubar durante 30 min a 37° C con 100 pl de antisuero anti-leptina conjugado con
peroxidasa. Posteriormente, se lavd la placa 9 veces con tampon de lavado, y se incub6
con 100 pl del sustrato de la peroxidasa durante 30 min. La reaccion se detuvo con
H,SO, 1 M. Laplaca se leyé a 450 nm en un lector de placas (Asys Hitech). La curva

de calibracion se prepard con las siguientes concentraciones de leptina: 3600, 1800,
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900, 450, 225, 113 y 56 pg/ml. Los resultados fueron expresados en ng de leptina/ml de

plasmay ng de leptina/mg de proteinas en el caso de |os tejidos adiposos.

2. Papel de la leptina en la reactividad vascular de la aorta y de la arteria

mesentérica de estos animales

2.1 Extraccion de organos y reactividad vascular

Unavez expuesta la cavidad abdominal se disecé la arteria mesentérica superior
en su union con la aorta abdominal. A continuacién, se abrié la cavidad torécicay se
disecd laaorta. Tanto la aorta como la arteria mesentérica superior, unavez eliminado el
TA perivascular se dividieron en segmentos de 3 mm de longitud y se sumergieron en
una solucion de KH con dexametasona (8x10'7 M) para inhibir la induccion de la

enzimaiNOS 'y se mantuvieron a 4° C hasta su utilizacion en el bafio de 6rganos.

Para registrar las variaciones de tension isométrica de los segmentos vasculares
se utilizé un sistema que se representa esqueméticamente en la Figura 35, y que se basa
en la técnica descrita por Nielsen y Owman (1971). A través de la luz del segmento
arterial se introdujeron dos alambres de acero rigido de 300 um de didmetro para los
segmentos de aortay 189 um de didmetro para los segmentos de |a arteria mesentérica
superior. Uno de ellos se fija ala pared de un bafio que contiene 1 ml de solucion KH.
El otro alambre, que se desplaza paralelamente a anterior, se conecta con un
transductor de fuerza (Piodem controls LTD. Dynamometer. Cibertec SA. Espafia). El
transductor se conecta, a su vez, a un amplificador y a un sistema de adquisicién de
datos MacLab/8e con e programa Chart & Scope v5 (ADInstruments) donde se
registraron los cambios de tensién producidos en la pared del segmento arterial. La
temperatura del bafio se mantuvo constante a 37° C, mediante una doble pared por
donde circula agua procedente de un termocirculador (Techna TE1 Tempeltef). Cada
bafio de 6rganos posee una entrada de carbogeno (95% O, y 5% CO,) necesario para
oxigenar de forma adecuada las preparaciones y mantener un pH fisioldgico constante
(7,3-7,4).

Mediante un tornillo micrométrico se aplico a cada segmento una tension inicial
de 1,5 g para las aortas y de 1g para las arterias mesentéricas. En experimentos

preliminares se habia demostrado que en estas condiciones se producia la maxima
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respuesta a la administracion de KCI 75 mM, considerandose 1,5 g y 1g la tensién
Optima en cada una de las arterias. La tension se fue regjustando periddicamente cada
15 min durante un periodo de 60 a 90 min, y cambiando a mismo tiempo el liquido
nutricio hastalograr su completa estabilizacion.

Una vez estabilizadas las preparaciones, se les administré una solucion
despolarizante de KCI (75 mM) durante 20 min para comprobar su integridad funcional.
Tras 30 min de lavado se repitio la administracion de KCI.

Para comprobar la funcionalidad del endotelio, se realizO una curva
concentracién-respuesta a Ach (10'9- 10° M) en segmentos arteriales precontraidos con
NA 10° M. Aquellos segmentos arteriales que relgjaban menos del 60% fueron
descartados.

Transductor

Micré metro

5% CO,

Figura 35: Representacion esquematica del modelo experimental utilizado para el registro de la tension
isomeétrica.

2.2 Respuesta vascular de la aorta y de la arteria mesentérica superior a leptina
exdgena

Con € fin de analizar s e efecto de la leptina es cuantitativamente distinto entre
WKY y SHR, se estudi6 la reactividad a leptina exdgena en segmentos de arteria
mesentéricay aortade ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad.

Posteriormente, se administraron tres dosis de leptina exogena (10%°, 10°, 108
M) en los vasos precontraidos con e andogo del TXA, U46691 (108 M). Este

compuesto produce una contraccion muy estable, idénea para generar el tono activo

100



Capitulo I
Material y Métodos

necesario para poder observar una respuesta vasodilatadora. El tiempo de incubacion de
laleptinafue de 20 min.

Las diluciones de leptina se realizaron en salino a 0,9 % a partir de una solucion
con una concentracion de Img/ml de leptina exdgena preparada con NaOH 7,5 mM y
HCI 15mM.

Ademas, se comprobd que € vehiculo en e que iba disuelta la leptina no
producia ningun efecto vascular. Asi como si el efecto de la leptina era dependiente de
la presencia de endotelio. Para ello, en determinados segmentos arteriales se elimino el
endotelio con un hilo de algoddn, introduciéndolo varias veces, a través de la luz del
vaso sin dafiar la pared vascular (ni el musculo liso, ni la adventicia). Se confirmoé la
capacidad contractil del musculo liso vascular de estos segmentos arteriales con KCl

75 mM y laausencia de endotelio, a no producirse relgacion a Ach.

3. Caracterizacion y cuantificacion de los receptores de leptina de la aorta y del
lecho vascular mesentérico de estos animales mediante western blot

Para la cuantificacion de la expresion de los receptores de leptina, Ob-Ra 'y Ob-
Rb en laaortade WKY y SHR, se empled latécnica de western blot.

Mediante la técnica del western blot, las proteinas son separadas en primer lugar
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren
mediante la aplicacién de un campo eléctrico perpendicular a gel a una membrana. En
western blot se emplea € sistema de inmunodeteccion indirecta. En este método se
emplea un anticuerpo primario para locaizar la proteina de interés y un segundo
anticuerpo, contra la especie en la que se ha producido e anticuerpo primario. Este
anticuerpo secundario se encuentra normalmente marcado con un enzimay por lo tanto

sirve paralocalizar donde se han formado |os complejos antigeno-anticuerpo.

3.1 Preparacion de las muestras

Una vez diseccionada la aorta se homogeneizd utilizando un tampén de lisis:
TrisHCl (20 mM), KCI (100 mM), NaCl (5 mM), EDTA (2 mM), EGTA (1 mM),
TLCK (1 pg/ml), FNa (5 mM), NasMoO, (1 mM), NavO, (1 mM), DTT (2 mM),
NayP,0O;) (ImM), inhibidores de proteasas (aprotinina 10 pg/ml, leupeptina 1 pg/ml,
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PMSF 10 mM) y Nonidet (0,5%) en el caso de la aorta 0 sacarosa (250 mM) en el caso
del mesenterio.

La homogenizacion se realizd en un mortero de porcelana en el que se afiadio N2
liquido para facilitar dicha homogenizacion e impedir que las muestras se
descongelasen. Una vez homogeneizadas las muestras se les afadié tampon de
homogenizacién (300 pl de tampdén de homogenizacion/50 mg de tgido) y se
sometieron a choque térmico mediante congelacion en N, liquido y descongelacion en
bafio a 37° C, repitiendo €l proceso tres veces. Seguidamente se centrifugaron a 10.000
rpm durante 10 min a4° C. Tras la centrifugacion se recogi6 € sobrenadante en el cual

se determind la cantidad de proteinas.

Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas se hizo siguiendo e método colorimétrico
descrito por Bradford (1976). Método basado en la absorbancia méxima que alcanza
una solucion acidificada por azul brillante de Comassie G-250, que cambia su longitud
de onda de emision de 465 nm a 592 nm, cuando se une alos grupos animo libres de los
aminoacidos basicos (arginina, lisina e histiding) de las proteinas.

Se realizé tomando 50 pl de muestra (diluciones 1:100 y 1:1000) y 200 pl de
reactivo Bradford. Transcurridos 5 min se determiné la cantidad de proteina por lectura
de laabsorbanciaa 592 nm.

Una vez que se determinG la concentracion de proteinas las muestras se
gustaron a una concentracion de 2,5 mg/ml de proteinas con e tampdén de
homogenizacion. A cada muestra se le afiadio la misma cantidad del reactivo de Laemli
(5x) (Tris 0.5M pH 6,8, glicerol 10%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, azul de
bromofenol) en una proporcion de 100 pl de Laemli/400 ul de muestra. EI Laemli debe
ser calentado previamente a 100° C durante 5 min. Este compuesto sirve paramejorar la
conservacion de las muestras y las tifie para poder visudizarlas en el gel. Las muestras

se conservaron a-20° C hasta larealizacion de |os experimentos de western bl ot.

3.2 Preparacion de los geles y electroforesis
Los geles que se emplearon (SDS/Poliacrilamida) se colocaron entre dos

cristales dentro de un soporte de pléstico (sistema Mini Protean 3 (Bio Rad)). Es muy
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importante limpiar bien los cristales con etanol absoluto y dejarlos secar muy bien para
gue no afecte al desarrollo de la electroforesis.

En primer lugar, se debe determinar cual es € porcentaje mas adecuado de
acrilamida /bis-acrilamida que debe presentar € gel. En funcion del peso molecular de
la proteina que se quiere determinar, e porcentaje de acrilamida /bis-acrilamida cambia.
Para la determinacion de las isoformas Ob-Rb y Ob-Ra, asi como de la p-STAT3 y B-
actina se utilizaron geles del 7%.

Para aumentar la resolucion de estos geles es conveniente hacerlos discontinuos,
es decir, se elabord un gel de concentracion y un gel de separacion de proteinas. El gel
de concentracidn posee un porcentaje bajo de acrilamida'y un pH de 6,8, su misién esla
de concentrar todas las proteinas en una banda lo méas estrecha posible. El gel de
separacion separa las proteinas de la muestra y posee un pH de 8,8, € porcentge de
acrilamida de este gel dependera de la proteina de interés que se quiera analizar.

En primer lugar se preparé e gel de separacion (H,O, TrisHCI 1,5M, SDS
20%, acrilamida/bis-acrilamida, amonio persulfato 10%, TEMED). Esta solucion se
vertio entre los cristales hasta un poco més de la mitad de la altura y sobre esta se
anadio agua destilada para aislar a gel del aire y favorecer la polimerizacion. Una vez
polimerizado € gel (45 min) se elimind el aguay se secd con un papel de filtro para
poder afiadir la solucion del gel de concentracion. Seguidamente se afiadio la solucion
del gel de concentracion o Stacking gel (H20, TrissHClI 0,5M, SDS 20%,
acrilamida/bis-acrilamida, amonio persulfato 10%, TEMED) y se colocaron los peines
entre ambos cristales. El tiempo de polimerizacion de este gel es de 30 min.
Transcurrido este tiempo se retird el peine suavemente y se comprob6 que los pocillos
del gel, en los cuales se depositaran las muestras, se han formado correctamente.
Previamente a la carga de las muestras, se colocaron los cristales en el soporte
correspondiente dentro de la cubeta de electroforesis y se rellenaron con tampdn de
electroforesis 1x a 4° C, cuya composicion fue la siguiente: glicina 0,2 M, Tris 0,025 M
y SDS0,1%.

Las muestras junto con el marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™,
All blue standards, BIO-RAD) se calentaron a 100° C durante 5 min, se agitaron y se
cargaron en gel. En todos los pocillos se cargd la misma cantidad de proteina (16 pl,

~ 40 picog de proteina) para poder realizar después €l estudio comparativo.
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A continuacion, las proteinas se sometieron a un campo eléctrico migrando
segun su tamafio y/o carga y conformacion. Los factores que determinan la separacion
de las proteinas son e porcentgje de acrilamida utilizado, la intensidad del campo
eléctrico impuesto, el buen estado de todos los componentes del gel y €l tamafio de los
mismos, la carganetay la conformacién de las proteinas objeto de estudio.

La electroforesis se realizd en condiciones desnaturalizantes a 200 V durante
45 min y temperatura ambiente, en presencia del detergente: dodecil sulfato sddico
(SDS). Este compuesto presenta carga negativa y se une proporcionalmente a peso
molecular de las proteinas independientemente de su secuencia. Con ello se consigue
gue las proteinas se separen en funcién de su peso molecular, adquiriendo todas ellas
una carga negativa neta.

3.3 Transferencia de las proteinas a un soporte solido

La transferencia de proteinas o 'blotting' supone la inmovilizacion de las
proteinas de un gel de electroforesis sobre membranas sintéticas.

Una vez finalizada la electroforesis, se comenz6 con la transferencia de las
proteinas a una membrana hidrofébica de poliviniliden difluoro (PVDF) de didmetro de
poro de 0,45 pum (Amershan, Reino Unido). Las membranas son hidrofébicas y
requieren un tratamiento previo con metanol antes de sumergirlas en soluciones
acuosas. Los geles se montaron en un sistema “sandwich” (Figura 36). Este conjunto se
recoge entre dos capas de plastico perforado y se introduce en una cubeta en la que se
encuentra una solucién salina (tampén de transferencia) y dos eectrodos planos
(disefiados para conseguir un campo uniforme en toda la superficie del gel). Se dispone
de forma que la membrana quede hacia el dnodo.

Figura 36: Esquema de la transferencia de proteinas por western blot
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Latransferencia se realizd a 400 mA durante 60 min en tampon de transferencia
(glicina0,2 M, Tris 0,025 M, SDS 0,1% y metanol a 20%) en frio y agitacion.

El tampdn de transferencia debe mantenerse en frio (4° C) hasta el momento de
su utilizacién. Los estropgjos y filtros empleados para hacer el sistema “sandwich”, se

introducen en el tampdn de transferencia, para asi mantenerse himedos y frescos.

3.4 Bloqueo de los sitios inespecificos e incubacion con el anticuerpo primario

Es necesario € blogueo de sitios inespecificos de union del anticuerpo a la
membrana. Para ello, una vez completada la transferencia, se lavaron las membranas (2
veces, 5 min cada lavado y agitacion) con una solucion de lavado: leche en polvo
desnatada a 0,1% en tampodn fosfato salino con Tween 20 (PBS-Tween) al 0,05%, y se
procedié a bloquear la membrana, con una solucion de blogueo: leche en polvo
desnatada al 5% en PBS Tween, durante 60 min a temperatura ambiente y agitacion. A
continuacién, se volvieron alavar las membranas con la solucién de lavado (3 veces, 10
min cada lavado y agitacién) y se incubaron las membranas con el anticuerpo primario
monoclonal de congjo contra e receptor de leptina (1:2000) (PA-1053, Affinity
Bioreagents, EE.UU) durante toda la noche a 4° C y agitacion. La solucion del
anticuerpo primario fue preparada en azida 'y su composicion fue la siguiente: BSA a
0,5%, PBS-Tween y azidaa 0,05%.

3.5 Incubacion con el anticuerpo secundario

Los anticuerpos secundarios reconocen a los anticuerpos primarios segun el
animal donde estos Ultimos han sido obtenidos y estan acoplados a diversas actividades
enziméticas que permiten detectar su interaccion con |os anticuerpos primarios.

Tras la incubacién con el anticuerpo primario, |las membranas se lavaron con la
solucion de lavado y se incubaron durante 1h atemperatura ambiente y agitacion, con €l
anticuerpo secundario 1gG anti-congo (leptina) (1:8000) marcado con peroxidasa, que

se prepard en unasolucién al 1% en PBS-Tween.

3.6 Revelado
Tras lavar las membranas varias veces se procedio a revelado de las mismas,
gue se realizd mediante una reaccién de quimioluminiscencia con e Luminol/ECL

(Amershan, Reino Unido). El ester de acridinio reacciona con la peroxidasa del
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anticuerpo secundario en condiciones ligeramente acalinas, originando una reaccion
enzimatica colorimétrica que produce luz de emision muy intensa y de larga duracion.
La emision de luz impresiona la pelicula autorradiografica, donde se puede observar la
reaccion de los anticuerpos con la proteina objeto de estudio. Para ello, las membranas
se cubrieron durante 5 min con la mezcla de deteccion en las proporciones
recomendadas por el fabricante. A continuacion, las membranas se pusieron en contacto
con las peliculas fotograficas (Kodak X-OMAT / Amershan Internacional, Alemania)
en las que quedaron impregnadas las bandas que posteriormente se densitrometraron.
(Figura37).
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Figura 37: Esquema de deteccién por quimioluminiscencia en western blot.

Parala cuantificacion de las dos bandas correspondientes a las dos isoformas del
receptor de leptina, las bandas obtenidas por western blot se sometieron a una
densitometria utilizando un programa informético Quantity One (Windows Software for
Bio-Rad’s Image Analisis System). Las mismas membranas fueron utilizadas para
determinar la expresiéon de B-actina, que fueron utilizadas como control de carga 'y de
esta forma corregir la expresion del receptor de leptina para cada muestra. Se utilizo
para ello un anticuerpo primario monoclonal de ratén anti f-actina (1:1500) (Sigma, EE

UU) y como anticuerpo secundario 1gG anti-ratén (1:10000) marcado con peroxidasa.

3.7 Estudio de la via de seiializacion del receptor Ob-Rb a través de la STAT-3 en
homogenizados de aorta

Para llevar a cabo la determinacion de la proteinas STAT3 y p-STAT3 se
utilizaron las mismas muestras de aorta empleadas en la determinacion de |os receptores
de leptinay muestras procedentes de aorta de ratas macho WKY y SHR de 12 semanas
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de edad, que fueron previamente tratadas con leptina aguda (i.p. 0,1mg/ml leptina,
volumen inyeccion: 1 ml/kg rata) o vehiculo (n: 24). Dos horas después de la
administracion de leptina, los animales fueron sacrificados mediante decapitacion y se
extrajo la aorta toracica que se proceso tal y como se indico en € punto 3.1.

En los experimentos de western blot se empled como anticuerpo primario
monoclonal de ratdn contra la proteina p-STAT3 (Tyr 705) (1:1000) (Cedll signaling
Technology) y como anticuerpo secundario € 1gG anti-raton (p-STAT3) (1:10000)
(Amersham) marcado con peroxidasa, que se preparé en una solucion a 1% en PBS-

Tween.

Las mismas membranas se utilizaron para determinar la expresion de la proteina
STAT3, que se empled como control de la expresion de la p-STAT3 para cada muestra.
Se utiliz6 para ello un anticuerpo primario monoclonal de congjo anti STAT3 (1:500)
(Santa Cruz Biotechnology) y como anticuerpo secundario 1gG anti-congjo (1:8000)
(Amershan Bioscence, Reino Unido), marcado con peroxidasa. Se utiliz6 también como
control de carga la p-actina, para ello se empled como anticuerpo primario monoclonal
de ratén anti p-actina (1:1500) (Sigma, EE UU) y como anticuerpo secundario 1gG anti-
ratén (1:10000) marcado con peroxidasa.

4. Cuantificacion de la expresion génica de leptina en el tejido adiposo periaortico,

meséntérico y lumbar por RT-(Tagman) PCR

En la actualidad hay dos formas de detectar en tiempo rea los productos de
PCR, € primero es por medio del uso de SYBGreen (Molecular Probes), un marcador
fluorescente que se une especificamente al ADN de doble cadena. El segundo es por €l
uso de distintas clases de sondas que hibridan sobre la cadena de ADN que se esta4
amplificando emitiendo en ese momento fluorescencia. Entre estas Ultimas destacan las
las sondas de hidrdlisis (Tagman assay de Applied Biosystems). La sonda especifica se
anade a la reaccion de PCR convenciona y la emisién de fluorescencia depende
directamente de la sintesis del nuevo ADN. La fluorescencia emitida es recogida a

través de unafibra opticay leida por un laser.
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Figura 38: Esquema del proceso de la Real Time (Tagqman )PCR. Copyright 2005, TAKARA MIRUS BIO INC.

Una de | as ventagjas mas importantes de esta técnica es que permite €l anadisis en
tiempo real del proceso de amplificacion obteniendo se una “fase logaritmica lineal”.
Durante esta fase, la cuantificacion de los productos es mas precisa, por |o que se utiliza
para €l andlisis de los resultados. El inicio de esta “fase logaritmica lineal” se produce
en cada PCR a partir de un nimero de ciclo diferente (que dependera de la cantidad
inicial de molde) y es a partir de este momento, cuando la sefia fluorescente puede ser
distinguida sobre el fondo o background.

El programa utilizado (ABI TagMan Universa Master Mix (Applied
Biosystems, Darmstadt, Alemania) analiza los datos obtenidos y los dispone en un
diagrama en el que en e ge de las ordenadas se disponen los ciclos de amplificacion a
los que se ha sometido a la muestra y en abcisas aparecen € logaritmo de la

concentracion del producto de amplificacion (Figura 39).

Deita Rn

128256 78 0101112 13141610 1718 19 2021 T2 2324 2528 27 28 29 3031 52 3334 35 36 57 38 35 4041 4243 440

Cycle Number
Saiacted Demclor: 158; Stert: {Auin); End: (Auto); Thieehokd: 0.066888

Figura 39: Ejemplo del diagrama de resultados e imagen del equipo de la RT- (Tagman)PCR.

108



Capitulo I
Material y Métodos

L os productos de amplificacion de la PCR incrementan de forma logaritmica en
los primeros ciclos en los cuales se produce la amplificacién antes de llegar alafase de
meseta de la fase logaritmica lineal. Por ello, se debe elegir para el andlisis de los
experimentos, estos primeros ciclos de la fase logaritmica linea y determinar € punto
més idéneo (Ct) en & cual comienza la fase exponencia de la amplificacion. A este
punto le correspondera un determinado nimero de copias. La determinacion de este Ct,
nos proporcionard la informacién precisa acerca de la concentracién inicial de la
molécula que queremos analizar. Es muy importante que este punto sea el mismo para
cada gen objeto de estudio en todas las muestras analizadas.

En el desarrollo de la PCR cuantitativa es muy importante la utilizacion de un
control normalizador interno que evite los pequefios errores de manipulacion del ADN
copia (ADNCc) generado en la transcripcion inversa. Esta técnica es muy sensible y
cualquier error de pipeteo podria ser detectado, para evitar este problema, se utilizaron
estos controles internos positivos y cada muestra se normalizo por su control.

Laeleccién del control normalizador es un aspecto determinante, y su expresion
en el tgjido que estemos estudiando no debe modificarse en los grupos experimentales
objeto de estudio.

4.1 Procesamiento de las muestras y extraccion del ARN total

Las muestras que se emplearon en este estudio fueron e TA periadrtico,
mesentérico y lumbar de ratas macho WKY y SHR de 12 semanas de edad, que se
trataron con leptina aguda (i.p. 0,1 mg/ml leptina, volumen inyeccion: 1 mi/kg rata) o
vehiculo (n: 24). Dos horas después de la administracion de leptina, los animales se
sacrificaron por decapitacion y se extrgjeron los tejidos adiposos que inmediatamente se

conservaron a -80° C.

Parala extraccion del ARN total de estos tejidos adiposos (n: 72) se utilizo €l kit
de RNeasy Lipid tissue (QIAGEN® GmbH, Alemania). Se parti6 de 60 mg de TA
periadrtico y mesentérico y 100 mg de TA lumbar, a los que se afiadio € reactivo de
lisis QIAzol (1ml de reactivo/100 mg de tegjido) y se homogenizé durante 20-40 seg en
un homogenizador (Ultraturrax). Para favorecer la extraccion de ARN se degjaron
reposar las muestras durante 5 min a temperatura ambiente. Para separar el ADN y las

proteinas del ARN, se afiadio 200 ul de cloroformo, se agitd durante 15 seg y se volvio
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a dgjar reposar durante 2-3 min. Tras este periodo, se observd como se formaron dos
fases, una organica en e fondo del vial, que conteniaa ADN vy las proteinas y otra fase
acuosa por encima de la fase organica, que conteniael ARN. Para mejorar la separacion
de ambas fases, se centrifugd a 12000 g y 4° C durante 15 min. A continuacion, se
recogi6 en otro vial lafase acuosa, con cuidado de no arrastrar restos de la fase organica
y se afadié e mismo volumen de etanol al 70% que de fase acuosa. Se mezclé en
vortex y afiadid 700 pl de esta solucion a la columna (RNeasy Spin Column) en cuya
membrana quedara adsorbido e ARN. Se volvié a centrifugar durante 15 seg, se
elimind d filtrado y se repitid este mismo paso las veces necesarias para pasar toda la
solucion del ARN por la columna. Se incluyd un paso de digestion de ADN (RNase-
Free DNase Set (QIAGEN® GmbH, Alemania)) al protocolo, para minimizar la
contaminacion gendmica. Para ello, se pipetearon 350 pl de tampdn RW1 en la columna
y se centrifugd a 10.000 rpm 15 seg. Se desecho € filtrado y se afiadié 10 pl de la
solucién madre de DNasa | més 70 ul de tampén RDD en la columna, y se dgjo a
temperatura ambiente durante 15 min. Transcurrido este tiempo, se pipetearon otros
350ul detampdédn RW1 enlacolumnay se centrifugd a 10.000 rpm 15 seg. Se deseché
el filtrado.

Después de redlizar la digestion del ADN, se realizaron un par de lavados del
ARN con los tampones RW1 y RPE. Para €llo, se afladieron a la columna 700 pl del
tampdn RW1, se centrifugd a 10.000 rpm y temperatura ambiente durante 15 seg y se
elimind e filtrado. Se coloco la columna sobre un nuevo tubo colector, se afiadieron
500 pl del tampdn RPE y se centrifugd a 10.000 rpm y temperatura ambiente durante
15 seg. Se desecho d filtrado y se afiadieron nuevamente otros 500 pl del tampdn RPE.
Se volvié a centrifugar a 10.000 rpm a temperatura ambiente durante 1 min y tras la
eliminacion del filtrado se centrifugd ala méaxima velocidad durante 1 min.

Para eludir el ARN, setir6 € tubo colector de la columnay se coloco sobre un
vial, cuidadosamente sobre la membrana de la columna, se afadieron 40 ul de agua
libre de ARNasas, se dgjé 1min a temperatura ambiente y se centrifugé a 10.000 rpm
durante 1 min. Tras la centrifugacidn, se tomé una muestra del ARN para seguidamente
determinar la cantidad y calidad del ARN extraido y €l resto del ARN se conservé a
-80° C.

El ARN se analiz6 espectrofotomeétricamente, determinando se la absorbancia a

260 y 280 nm. La absorbancia a 260 nm nos indica la concentracién gque tenemos de
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ARN y larelacion entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm nos da una estimacion de la
calidad/pureza de ese ARN, considerandose que una relacion superior a 1,8 indica un
grado de pureza adecuado.

La calidad/pureza del ARN extraido se confirmé también en gel de agarosa a
1 %, en el cua se pipetearon 15 pl de muestra: 10 ul de unadilucién 1:25 del ARN y 5
pl deFicoll. En el gel se obtuvieron dos bandas correspondientes a las subunidades 18S
y 28S del ribosoma, dichas bandas deben de ser nitidas, de lo contrario, seria indicativo
de degradacion del ARN (Figura 40).

La cuantificacion del ARN es imprescindible para después poder gustar la
misma cantidad de ARN de partida en las diferentes muestras para la realizacion de la
trascripcion inversa.

Figura 40: Confirmacién en gel de agarosa al 1% de la calidad/pureza del ARN extraido

4.2 Trascripcion inversa

Para la trascripcion inversa se empled € kit “First Strand cDNA Synthesis kit”
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Alemania). Siguiendo el protocolo del kit, se partio
de 1 ug de ARN, y se obtuvo un volumen final de 40 pl de ADNCc, que se conservo a
-20° C hasta su nuevo uso.

El ADNc obtenido se utilizd para la determinacion de la expresion de los
diferentes genes mediante una Real-Time (TagMan) PCR cuantitativa.

4.3 Real-Time (TaqMan) PCR cuantitativa

Se empled la RT-(Tagman) PCR para determinar los niveles de expresion del
ARNmM de la leptina en muestras de TAP, TAM, y TAL de ratas WKY y SHR, de 12
semanas de edad, control y tratadas con leptina aguda.
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Los primers y las sondas fluorescentes que se emplearon fueron disefiados con €l
programa Primer Expras® y se sintetizaron por TIB Molbiol (Berlin, Alemania), a
partir del andlisis de la secuencia que se pretende amplificar, que se obtuvo del banco de
genes, Genebank. Deben contener, en lo posible, é mismo nimero de bases, evitando
aquellas secuencias que poseen estructura secundaria. Ademés, no deben ser
complementarios entre si en sus extremos 3, ni intramolecularmente. Esta preocupacion
disminuye la posibilidad de artefactos de la técnica.

Los TagMan primers utilizados para € gen de la leptina y para los controles
internos 18S y HPRT se detallan en latabla 6. El 18S se empled como control interno

de las muestras de TAM y TAL y e HPRT como control interno de las muestras de
TAP.

Gen Primer directo Primer reverso Sonda
L6pti na 5-AACCCTCATCAAGACCATTGTCA-3  [5-GGTCCATCTTGGACAAACTCAGA -3 5-CTTCATTCCCGGGCTTCACCCC -3
18S 5-GGAGCCTGCGGCTTAATTT -3 5-CAACTAAGAACGGCCATGCA -3 | 5-CAATCTGTCAATCCTGTCCGTGTCCG -3
HPRT 5'- CTCATGGACTGATTATGGACAGGACT-3" | 5-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAC-3 SYBGREEN

Tabla 6: TagMan primers de 185, HPRT, y leptina empleados en la RT- (Tagman) PCR.

Para evitar sefidles de origen genémico, se realiz6é una PCR (60° C, 40 ciclosy
un volumen final de 25 pl) con una muestra de agua (para comprobar posible
contaminacion), una muestra de genomay una muestra de cada TA empleando, por un
lado, con los Standard primers 'y por otro, con los TagMan primers. Después, se realizd
una electroforesis en gel de agarosa (al 1% para los Standard primers 'y a 3% paralos
TagMan primers), para confirmar si los primers elegidos eran los idoneos y determinar
S ese gen, en cuestion, se expresaba en nuestros tejidos adiposos. La especificidad del
producto de la PCR fue confirmada por sequenciacion (ExoSAP-1T®, USB Corporation,
Ohio, USA).

Para la cuantificacion del nUmero de copias de un gen presentes en nuestras
muestras se debe de elaborar una curva patron para cada gen y controles internos
utilizados. Para ello, se realizd otra PCR con los Standard primers de ese gen o control
interno en concreto, una muestra de agua y una muestra de ADNc de TA, pero con un
volumen final mayor, de 75-100 pl. El producto de la PCR, se purificé utilizando un kit
para purificacion de fragmentos de ADN procedentes de PCRs (QIAquick PCR
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Purification Kit (QIAGEN® GmbH, Alemania)) o un kit para extraccion y purificacion
de ADN de geles de agarosa (QIAEX Il Gel Extraction Kit (QIAGEN® GmbH,
Alemania)) en €l caso, de obtener més de una banda en €l gel paraun mismo gen. Este
ADNCc purificado se utiliz6 como estandar cero para nuestra curva patron del gen o
control interno en cuestion. Siete diluciones seriadas (1:10) de este estdndar cero

completan la curva patron (Figura4l).

B S — Y e s | S — ——— =SS L

Delta Rn

2 i1
1234 56 78 8101512131878 1677 18 192021 22 2324 25 2 7 26 20 30 31 52 33 34 15 35 37 35 2940 41 47 €3 4845

Cycla Number

Figura 41: Ejemplo curva patrén para cuantificacién en RT- (TagMan) PCR.

Para la medida de la expresion génica se empleo € equipo de ABI PRISM®
7000 SDS junto con e ABI TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems,
Darmstadt, Alemania). Las condiciones de la PCR utilizadas fueron las recomendadas
por €l fabricante.

La concentracion final de los TagMan primers y sonda fue de 300 nM y
100 nM, respectivamente, en un volumen final de 25 pl. Todas las muestras se midieron
por triplicado y los datos de expresion de cada muestra se normalizaron por su control

interno.
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5. Composicion de las diferentes soluciones utilizadas

En las siguientes tablas se detalla la composicion de las diferentes soluciones

empleadas en la homogenizacién delos tejidos y en latécnica del western blot:

5.1 Solucion empleada para la homogenizacion de los tejidos

TAMPON DE LISIS
Aprotinina10 pg/ml NavO, 1 mM
EDTA 5 mM TrissHCI 50mM (pH 7,6)
NaF 5mM PMSF 2 mM
Leupeptinal pg/ml TLCK 1 pg/ml
Na,M00, 10mM Nonidet P-40, 0,5% (aorta)
NaCl 150 mM Sacarosa 250 mM (mesentério)

5.2 Soluciones empleadas en la técnica de western blot

. . GEL DE TAMPON DE
SOLUCION LAEMMLI GEL DE SEPARACION .
CONCENTRACION ELECTROFORESIS
B-Mercaptoetanol, 5% Acrilamida/Bisacrilamida 7% Acrilamida/Bisacrilamida Glicina0.2M
Azul de bromofenol 0.01% Persulfato anonico 10% Persulfato anonico 10% SDS0.1%
Glicerol, 10% TEMED TEMED Trisbase 0.025 M
H,0 Destilada H,0 Destilada H,0 Destilada H,0 Destilada
SDS 2% SDS 20% SDS 20%
TrisHCL 0.5M pH 6.8 TrisHCI 1.5M pH 8.8 TrissHCL 0.5M pH 6.8
TAMPON DE SOLUCION DE SOLUCION DE SOLUCION DE
TRANSFERENCIA BLOQUEO LAVADO ANTICUERPO
Glicina0.2M H.0 destilada H.0 destilada H.0 destilada
MeOH20% Leche desnatada, 5% Leche desnatada, 1% Leche desnatada
SDS0.1% PBS 1X PBS 1X PBS 1X
Trisbase, 0.025 M Tween20 0.05% Tween 20 0.05% Tween20 0.05%

6. Analisis estadistico
Los valores de los resultados obtenidos se expresaron mediante la media

aritméticay el error estandar de la media aritmética (E.S). En todos |os experimentos se

indica el nimero de casos por grupo experimental.
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En el andlisis de las posibles diferencias entre distintos grupos experimentales se
utilizd e programa estadistico StatView de Sas Institute Inc., version 2002. Para
comparar diferentes cepas y grupos de tratamiento las diferencias entre las medias se
analizaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido de un

postest (Fisher’s). Se consideré que las diferencias eran estadisticamente significativas
paravalores de p< 0,05.
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RESULTADOS

1. Niveles plasmaticos de leptina en WKY y SHR de 12 semanas de edad
Los niveles de leptina en plasma fueron significativamente menores en SHR que
en WKY (figura42).

O wky
25 ; I sHR
20: |
§15:
E 10: *
5 |
o |

Leptina plasméatica
Figura 42: Niveles de leptina en plasma de WKY y SHR de 12 semanas de edad, determinados por
ELISA. Los resultados estan expresados en ng/ml. Cada resultado representa la media + E.S de 5-17
determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p< 0,05.

1.1 Correlacion entre los niveles plasmaticos de leptina y la cantidad de tejido
adiposo mesentérico de WKY y SHR

Debido a que los niveles plasméticos de |eptina estan directamente relacionados
con la cantidad de TA (Zhang y cols., 1994) se analizO s existia una correlacion
significativa entre los niveles plasméticos de leptina y la cantidad de TA mesentérico.
Puesto que la cepa SHR presenta una menor cantidad de TA mesentérico se observo una

correlaciéon positiva entre los niveles plasméticos de leptina y la cantidad de TA
mesentérico, en ambas cepas (Figura 43).
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2. Niveles de leptina en el tejido adiposo periadrtico y tejido adiposo mesentérico
de WKY y SHR

Al igual que en plasma los niveles de leptina en € tgido adiposo mesentérico
fueron significativamente menores en SHR que en WKY (Figura44A). Sin embargo, la
concentracion de leptina en el tegjido adiposo periadrtico fue similar en ambas cepas
(Figura44B).

A. B.
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Leptina mesentérica Leptina periadrtica

Figura 44: Niveles de leptina en el tejido adiposo mesentérico (A) y el tejido adiposo periaértico (B) de
WKY y SHR de 12 semanas de edad, determinados por ELISA. Los resultados estan expresados en ng/mg
de proteina. Cada resultado representa la media + E.S de 5-17 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente
significativo vs control p< 0,05.

3. Estudio de las diferencias regionales en la expresion génica de leptina dentro de
una misma cepa.

También se determind la expresion génica de leptinaen el TAP, TAM, y TAL
de ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad. Para determinar si existian diferencias
regionales en la expresion génica de leptina dentro de una misma cepa, se compararon
los niveles de expresion del ARNm de la leptina entre las muestras de los tres TA
analizados.

En ambas cepas se encontrd que la expresion de la leptina en e TAM era
significativamente mayor que en el TAP (Figura45A y B). Asi mismo, la expresion de
leptinaen el TAL de WKY y SHR, fue significativamente mayor queen el TAPy en €
TAM (Figura45A y B). Por lo tanto, en ambas cepasla expresion del ARNm de laleptina
es diferente dependiendo del tejido adiposo analizado, existiendo por consiguierte

diferenciasregionalesen laexpresiondel ARNm delaleptinaen WKY como en SHR.
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Figura 45: Expresion del ARNm de leptina en el TAP, TAM, TAL de WKY (A) y SHR (B) de 12 semanas
de edad, determinado mediante RT-(Tagman)PCR. Los resultados estan corregidos por el control interno
18S. Los datos representan la media + E.S de 6 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs
TAP y (#) estadisticamente significativo vs TAM p<0,05.

3.1 Estudio de las diferencias de expresion génica de leptina en el tejido adiposo
periaortico, meséntérico y lumbar entre WKY y SHR de 12 semanas de edad

Para determinar si la expresion génica de la leptina era diferente entre WKY y
SHR dentro de un mismo tegjido adiposo, se compararon los niveles del ARNm de la
leptina de cada tejido adiposo entre WKY y SHR. Los resultados obtenidos mostraron
gue la expresion de leptina en € TAP fue significativamente mayor en la cepa SHR que
en la cepa WKY (Figura 46A). Sin embrago, no se encontraron diferencias
significativas entre ambas cepas en los niveles del ARNm de laleptinadel TAM, ni del
TAL (figura46B y C, respectivamente).
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Figura 46: Comparacion de la expresién del ARNm de leptina en el TAP (A), en el TAM (B) y en el TAL
(©) entre WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno HPRT
para el TAP y 18S para el TAM y el TAL. Los datos representan la media + E.S de 12
determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05.
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3.2 Efecto del tratamiento agudo con leptina sobre la expresion génica de leptina
en el tejido adiposo de WKY y SHR de 12 semanas de edad

Ademas, se andlizd e efecto del tratamiento agudo con leptina sobre la
expresion génica de leptinaen el TAP, e TAM y & TAL, para €ello, se compararon los
niveles de expresion del ARNm de leptina de las muestras de tejido adiposo de los
animales control con las de los animales tratados con leptina aguda.

El tratamiento agudo con leptina no modifico 1os niveles de expresién génica de
la leptina en WKY ni en SHR, en ninguno de los TA (Figura 47). Los niveles del
ARNmM de leptina fueron estadisticamente similares en ambas cepas en las muestras

control y en las de los animales tratados con leptina.

O WKY control
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] WKY+leptina aguda
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Figura 47: Efecto del tratamiento agudo con leptina sobre la expresiéon del ARNm de leptina en el TAP,
TAMy TAL de WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno
HPRT para el TAP, y por el 18S para el TAM y el TAL. Los datos representan la media + E.S de 6
determinaciones/cepa.
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4. Efecto de la leptina exdgena sobre la funcion vascular de la aorta y de la arteria
mesentérica de WKY y SHR

Se analizo € efecto vasodilatador de la leptina exdgena en segmentos adrticos y
en segmentos de la arteria mesentérica superior de WKY y SHR, precontraidos con
U46619 (108 M) y cuya respuesta relgjante a Ach fue superior al 60%. Laleptinaindujo
una vasodilatacion dependiente de la concentracion en ambas cepas y en ambos lechos
vasawlares (Figura48A y B, respectivamente). El efecto vasodilatador fue significativamente
mayor en WKY que en SHR. Ademas, € efecto de la leptina fue dependiente de la
presencia de endotelio, al comprobarse que la leptina no producia ningun efecto en los
segmentos arteriales sin endotelio. También se confirmé que el vehiculo (NaOH 7,5
mM y HCI 15mM) en & que iba disuelta laleptina no producia ningun efecto vascular.
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Figura 48: Curva concentracion-respuesta a leptina exégena en segmentos de arteria mesentérica superior
(A) y de aorta (B) de WKY y SHR de 12 semanas de edad precontraidos con U46619 (10 M). Los
resultados estan expresados como relajaciéon en porcentaje de la contraccion a U46619 (108 M). Los datos
representan la media + E.S de 7 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05.

5. Cuantificacion de los receptores de leptina: Ob-Rb y Ob-Ra mediante western
blot en homogenizados de aortade WKY y SHR de 12 semanas de edad

Para determinar s las diferencias encontradas entre WKY y SHR en el efecto
vasodilatador de la lepting, eran debidas a una diferencia en e nimero de receptores de
leptina, se cuantificd la expresion de las proteinas de Ob-Ra y Ob-Rb en los
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homogenizados de aorta y teido adiposo mesentérico de ambas cepas Los
experimentos de western blot revelaron la presencia de una banda a 125 KDa,
compatible con el peso molecular del Ob-Rb y de una banda a 100 KDa correspondiente
alaisoforma Ob-Ra (Figura49A).

Los niveles de Ob-Rb fueron similares en las muestras de aorta de WKY y de

SHR (Figura 49B). Sin embargo, la expresion de la forma corta del receptor de leptina,
Ob-Ra, fue significativamente menor en la aorta de SHR que de WKY (Figura49C).
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Figura 49: Expresion del receptor de leptina en la aorta de WKY y SHR de 12 semanas de edad. En la
figura A se muestra un blot representativo de los experimentos realizados. La B-actina se utilizé en ambos
casos como control de carga. Todas las muestras utilizadas fueron ajustadas a 2,5 mg/ml de proteina con
reactivo de Laemli. En la figura B y C se muestra el analisis cuantitativo de las sefales, correspondientes al
Ob-Rb (B) y al Ob-Ra (C), ambos corregidos por su control de carga la f-actina. Los datos representan la
media + E.S de 6 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05.

5.1 Deteccion de las proteinas STAT3 y pSTAT3 en respuesta a la estimulacion

aguda con leptina
Dado que la expresion del receptor Ob-Rb es similar en ambas cepas, se analizd
el mecanismo de transduccién de sefial de este receptor através de la STAT-3. Paraello
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se determind la fosforilacion de la STAT3 en respuesta a la estimulacion aguda con
leptina.

Laexpresion basal de pSTAT3/STAT3 en aorta fue similar en WKY y SHR. La
estimulacion con leptina (100 pg/kg i.p.) produjo un incremento significativo de la
expresion de pSTAT3/STAT3 alas dos horas de la administracidn de leptina, aunque no
se encontraron diferencias significativas entre ambas cepas (Figura 50B). Esto sugiere
que lafosforilacion dela STAT3 en las aortasde WKY y SHR essimilar.
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Figura 50: Determinacion de las proteinas pSTAT3 y STAT3 en la aorta de WKY y SHR de 12 semanas de
edad tratados con leptina aguda. En la figura A se muestra un blot representativo de los experimentos
realizados. En la figura B se muestra el analisis cuantitativo de las sefiales, correspondientes a la expresion
de la pSTAT3 en los animales control y en los animales tratados con leptina aguda, corregidos por su
control de carga el STAT3. Los datos representan la media + E.S de 6-8 determinaciones/cepa. (*)
estadisticamente significativo vs control p<0,05.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que la cepa SHR presenta
unos niveles plasmaticos y mesentéricos significativamente inferiores a los de la cepa
WKY. Ademés, los niveles plasmaticos de leptina correlacionan con la cantidad de
tgjido adiposo mesentérico, confirmando que los niveles circulantes de leptina se
incrementan proporcionalmente con la adiposidad (Banks., 2004; Frihbeck., 1998 y
2001).

La leptina se secreta principamente por el TA blanco y en menor medida por el
TA marrén (Trayhurn y cols., 1999). Por este motivo, es l6gico que la cepa SHR
presente niveles inferiores de leptina en e TAM puesto que como ya comentamos
(véase tabla 2, punto 1.2, Capitulo |) esta cepa presenta una menor cantidad de TAM
que su control normotenso, a igualdad de peso corporal, y que los niveles de leptina en
el TAP sean similares entre ambas cepas, a no existir entre ellas diferencias en la
cantidad de este TAP.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por otros investigadores (Judy y
cols., 1976), que encontraron niveles plasméticos inferiores de leptina en ratas macho
como en hembras de SHR en comparacion con WKY (24 semanas de edad), que
correlacionaban con la mayor hiperreactividad simpética presente en SHR. Sin
embargo, como ya comentamos en el capitulo anterior, no se encontraron diferencias
significativas en la actividad noradrenérgica del tejido adiposo lumbar de WKY y SHR.

Sin embargo, Rodriguez y cols., demostraron en 2006, que la cepa SHR
presentaba niveles plasméticos de leptina superiores a los de WKY . Estos resultados se
explican porque en este trabgo la cepa SHR pressita un peso corpord
significativamente mayor al de WKY/, que no es el caso de nuestras cepas. De hecho,
Hiraokay cols, demostraron que laexpresion del genob y laliberacion de leptina estaba
marcadamente incrementada en el TA blanco de las ratas obesas SHR (Koletsky) en
comparacion con su control normopeso SHR, indicando que la expresion del gen ob asi
como la liberacién de leptina parecen estar mas influenciados por la cantidad de grasa
corporal.

También se han descrito niveles plasmaticos elevados de leptina tanto en

pacientes como en roedores con HTA, probablemente por un incremento en la
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liberacion de leptina del tgiido adiposo mesentérico y omental (Henriksen y cols.,
2000).

Ademas, la expresion génica de leptinaen e TAM y TAL fue similar en entre
ambas cepas. Sin embargo, paraddjicamente, aunque no hay diferencias entre las cepas
en la cantidad de proteina en e TAP, la expresion génica de esta hormona fue
significativamente mayor en la cepa SHR que en la WKY, lo cual puede ser debido a

modificaciones post-transcripcional es.

Entre las mdltiples funciones que gjerce la leptina parece que también contribuye
ala homeostasis del tono vascular (Frihbeck, 1999, Lembo y cols., 2000; Vechhione y
cols., 2002, Fortufio y cols., 2002). A través, de la activacion del SNS produciria un
aumento de la presion arterial (Frihbeck, 1999), mientras que €l efecto vascular directo,
sobre sus receptores presentes en la capa muscular (Fortufio y cols, 2002) y/o €
endotelio vascular de arterias de conduccidon y de resisencia, seria vasodilatador
(Frihbeck, 1999).

Para estudiar € efecto vasodilatador de la leptina se realizO una curva
concentracion-respuesta a leptina exdgena (101°-10 M) en segmentos aislados de aorta
y de arteria mesentérica superior de WKY y SHR de 12 semanas de edad, precontraidos
con un andlogo de TXA>, & U46619. Los resultados obtenidos sugieren que el efecto
vasodilatador mediado por la leptina en la aorta y en la arteria mesentérica superior, es
dependiente de la concentracion y de la presencia de endotelio. Ademés, |la respuesta
vasodilatadora inducida por la leptina fue significativamente menor en la cepa SHR que
en la WKY en los dos lechos vasculares estudiados, a todas las concentraciones de
leptina utilizadas, a excepcion de la 10° M en el caso de las arterias mesentérica que
indujo unavasodilatacion similar entre ambas cepas.

Las diferencias en la relgacion a leptina exdgena entre WKY y SHR, no se
deben a una disfuncién endotelial puesto que tanto en € lecho vascular mesentérico
(pagina 68) como en aorta (resultados no mostrados) no hubo diferencias en la
respuestarelgjante inducida por la Ach.

Para determinar s las diferencias encontradas en la respuesta vasodilatadora
inducida por la leptina eran debidas a diferencias en el nimero de receptores de leptina,

se cuantificd la presencia de las isoformas Ob-Ra y Ob-Rb en homogenizados de aorta.
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Se encontré que la expresion de la forma larga del receptor de leptina, Ob-Rb era
similar entre ambas cepas. Sin embargo, la expresién de la forma corta, Ob-Ra era
significativamente menor en la cepa SHR.

Por el contrario, se han encontrado niveles proteicos del Ob-Ra y Ob-Rb
significativamente superiores en cultivos de células musculares lisas de SHR en
comparacién con los encontrados en WKY (Rodriguez y cols.,, 2006). Nuestros
resultados hacen referencia a homogenizados de |a arteria aorta torécica en su totalidad
(sin tgjido adiposo perivascular) y no debemos olvidar que también se ha descrito la
presencia de receptores de leptina en el endotelio vascular (SierraaHonigmann y cols.,,
1998), lo cua puede explicar que nuestros resultados difieran de los obtenidos por
Rodriguez y cols. Por otra parte, los resultados de Rodriguez y cols., son en células en
cultivo en las cuales se han podido producir modificaciones fenotipicas en la expresion
de receptores que no tienen por qué reflgjar la situacion in vivo.

Por lo tanto, la menor respuesta vasodilatadora mediada por la leptina exdgena
en la aorta torécica de SHR, no se debe a una disminucién en el nimero de receptores
Ob-Rb, considerado como laisoforma funcional receptor de leptina por su capacidad de
activar la cascada de sefalizacion JAK-STAT.

Nuestro siguiente objetivo fue determinar si la via de sefializacion de la JAK-
STAT3 estaba alterada o disminuida en la cepa hipertensa. Por ello se determind la
fosforilacion de la STAT3 en situacién basal y en respuesta a la estimulacion aguda con
leptina (100 pg/kg intraperitoneal). Los resultados obtenidos indican que la expresion
basal de pSTAT3/STATS3, como € incremento de laexpresion de pSTAT3/STAT3 alas
dos horas de la administracion de leptina es similar en los homogenizados de aorta de
ambas cepas. Por tanto, la menor respuesta vasodilatadora a leptina observada en SHR

no se debe a una menor capacidad de sefializacion del receptor.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la cepa SHR posee menores
niveles circulantes y mesentéricos de leptina. Ademés, los animales hipertensos son
menos sensibles a efecto vasodilatador de leptina exégena. Todo ello, podria ser
responsable de la elevada presion arterial encontrada en esta cepa. A su vez, esta menor

respuesta relgjante de la leptina no es debida a una disminucién en € nimero de
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recptores Ob-Rb, ni a una menor capacidad de activar |a cascada de sefidlizacion de la
STAT3.

Como posibles mecanismos que expliguen este menor efecto vasodilatador de la
leptina exdgena, actualmente estamos investigando si la menor presencia de receptores
Ob-Ra, cuyo papel en € efecto vascular de la leptina se desconoce, podria tener alguna

implicacion.
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CAPITULO IIT

Caracterizacion del sistema renina-angiotensina del

tejido adiposo perivascular
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INTRODUCCION

I. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA)

El SRA juega un papel central en laregulacion de la presion arterial mediante la
regulacion de lafuncién renal y lamodulacion del tono y la estructura vascular.

El sustrato de este sistema es e angiotensindgeno (AGT): una a-glicoproteina
gue através de la enzima renina se transforma en el decapéptido angiotensinal (Ang ),
la cual a su vez es convertida en Ang Il (octapéptido) por la accion de la enzima

convertidora de angiotensina (ECA).

La degradacion de la Ang Il por aminopeptidasas lleva a la formacién de la
angiotensina |l y angiotensina IV cuya actividad bioldgica es poco conocida, aunque
parece ser que tienen acciones parecidasalaAng |1 pero de menor intensidad.

El decapéptido de la Ang | es también sustrato del homdlogo de la enzima
convertidora de angiotensina, la ECA2, que convierte ala Ang | en angiotensina 1-9
(nonapéptido), que no tiene accion vascular, pero puede ser convertida por la ECA en
angiotensina 1-7 (Tipnisy cols., 2000; Donoghue y cols., 2000).

LaAng | también puede ser convertida en angiotensina 1-7 por la accion de tres
endopeptidasas:. |a propilendopeptidasa (E.C. 3.4.24.26) que se encuentra en el cerebro
canino y en células vasculares de la aorta y venas umbilicales; l1a endopeptidasa neutra
(E.C. 3.4.24.11) que actia en la circulacién; y la thimet-oligo-peptidasa (E.C. 3.4.24.15)
gue actla en las células musculares lisas vascul ares (Ferrario, 2006).

Las acciones de la Ang-(1-7) son principalmente vasodilatadoras y antitréficas:
inhibe la dintesis proteica, amplifica el efecto vasodilatador de la bradiquinina v,
probablemente, reduce la liberacion de NA a través de un mecanismo mediado por la
bradiquininay el NO que estimula la sefializacion de GMPc/proteinkinasa G (Ferrario,
2006).

Es importante destacar que existen otras vias enzimaticas para la sintesis de la
Ang |l como la catepsina G, latoninay € activador de plasmindgeno tisular (t-PA), que
tienen la capacidad de generarla directamente a partir del AGT (Weissy cols., 2001; da
Cunha y cols., 2005, Bush y cols, 2000), o las vias de la quimasa y la enzima
generadora de Ang Il «sensible a quimostatina» (CAGE), que tienen la capacidad de
producir Ang Il a partir de la Ang | y no requieren la presencia de la ECA (Bush y
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cols.,, 2000; Ruiz-Ortega y cols, 2001). Aunque la relevancia fisiologica o
fisiopatol 6gica de estas vias de sintesis de Ang |1 estd alin por esclarecer, recientemente
se ha sugerido que laviade laquimasa en el corazon y en la pared vascular podria tener
importancia en las alteraciones funcionales y estructurales asociadas a hipertension,
aterosclerosis y diabetes (Perazellay cols., 2003).

LaAng Il ese principal péptido efector del SRA. Media sus acciones bioldgicas
através de su union a dos tipos de receptores de membrana, pertenecientes a la familia
de receptores con 7 dominios transmembrana acoplados a proteinas G, denominados
AT, y AT.. Estos dos subtipos de receptores poseen una estructura y localizacion
diferente. Ademas, su regulacion y expresion es especifica dd tegido (Paul y cols.,
2006).

Ademas de éstos dos subtipos de receptores, existen otros dos receptores
membranales para la Ang |I: €l receptor ATzy e receptor AT4 también denominados
receptores atipicos, los cuales son capaces de unir ala Ang |1, y a aus productos. la Ang
11y laAng IV (Thomasy cols., 2003; Dinhy cols., 2001; Paul y cols., 2006).

El receptor AT1 es el responsable de la mayoria de los efectos biol6gicos de la
Ang Il: vasoconstriccion, estimulacion de la sintesis y liberacién de aldosterona,
aumento en laretencion de sodio y aguaanivel renal, proliferacion celular, remodel ado,
aumento de la actividad noradrenérgica periférica, aumento de la actividad central del
sistema nervioso simpético, estimulacion de la liberacion de vasopresina e inhibicion de
la renina renal. Dichas acciones, de una manera directa o indirecta, afectan a la
homeostasis cardiovascular y participan en e desarrollo y mantenimiento de la
hipertension arterial, la aterosclerosis, la insuficiencia cardiaca, la insuficiencia renal,
etc.

Ademés, mediante la activacion de los receptores AT,, la Ang Il aumenta la
formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno como |os aniones superoxido, a
través de actividades enziméticas como la NAD(P)H oxidasa (Paravicini y cols., 2006;
Ushio-Fuka y cols., 2005). Los aniones superdxido reaccionan con el éxido nitrico
(NO) dando lugar a peroxinitrito (ONOQO)), que es otro radical que participa en los
procesos de dafio celular (nitrosacion de proteinas, peroxidacion lipidica, alteracion de
los &cidos nucleicos y de la expresion génica) y aterala funcion endotelial (Munzd y
cols., 1999, Paravicini y cols., 2006).
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El papel fisiologico de los receptores AT, continla siendo poco conocido. Se
expresa altamente en los tgidos fetales, donde parece estar implicado en el desarrollo y
diferenciacion embrionaria. Después del nacimiento su expresion disminuye
dramaticamente, siendo restringido a agunos o6rganos, incluyendo e sistema
cardiovascular (Henrion y cols., 2001; Kaschinay Unger., 2003). En la etapa adulta los
niveles de expresion de este receptor se incrementan bajo condiciones de estrés o de
dano tisular (Escobar y cols., 2004).

Estudios recientes realizados en cultivos celulares y en segmentos arteriales
aislados demuestran que la activacion de los receptores AT, contrarrestan los efectos
sobre la proliferacion celular mediados por los receptores AT (Zeleznay cols., 1999;
Henrion y cols,, 2001, Stoll y cols., 1995). Estos resultados incrementan las evidencias
de la participacion de los receptores AT, en e crecimiento, diferenciacion y
regeneracion del tejido neuronal. (Paul y cols., 2006). Asimismo, la activacién de los
receptores AT, produce vasodilatacién a través de la produccién de NO (Herion y cols.,,
2001, Zhang y cols., 2003, Siragy y cols., 1997, Somoza y cols., 2005, Wendy y cols.,
2005).

Ademas, Abdallay cols., demostraron que €l receptor AT, puede antagonizar las
acciones del receptor AT, al unirse directamente con é. Esta heterodimerizacién entre
ambos receptores inhibe la sefidlizacion del receptor AT: independientemente de la
activacion del receptor AT2 (Wendy y cols., 2005).

Por otro lado, en roedores se han identificado y clonado dos subtipos del
receptor AT, que codifican por dos genes distintos (Iwai, y cols 1992; Sasamura, y
cols., 1992) y se denominan AT1ay AT .

El receptor esta altamente expresado en higado, rifion, glandula adrenal, ovario,
TA, pulmén y cerebro de roedores. Mientras que e receptor ATy, Se expresa
principalmente en pituitaria y glandulas adrenales (Lu y cols., 2007, Burson y cols.,
1994; Olaf Johren'y cols., 2003). Ademés, parece ser que el receptor AT,es el principal
implicado en los efectos presores centrales de la Ang 11 (Davisson y cols., 2000).

El hipotdlamo, corazén y € €e hipotalamo-pituitariaadrenal de SHR presenta
niveles del ARNm del receptor AT1a y del receptor AT, superiores a los de la cepa
WKY (Olaf Johren y cols., 2003). La diferente expresion génica de los receptores de
ATy, y de ATy, en € ge hipotalamo-pituitario-suprarrenal de SHR y de WKY implica
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la participacion de los receptores AT, en la exagerada respuesta endocrina a estrés de
SHR alaAng Il (Olaf Johreny cols., 2003).
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Figura51: Esquema del SRA

1.1 Acciones de la angiotensina IT

El SRA juega un papel primordial en laregulacion de la presion arterial y es un
mediador clave del dafio a los érganos diana, eventos cardiovasculares y progresion de
la enfermedad renal. Regula las resistencias vasculares periféricas directamente a traves
de los efectos de la Ang Il y € volumen intravascular indirectamente a través de las
acciones tanto delaAng 1l como de la adosterona.

La utilizacion de los nuevos antagonistas especificos de los receptores AT1 ha
permitido comprobar que la mayoria de las acciones caracteristicas de la Ang Il que
gjerce sobre sus Organos diana, €l rifion, e corazon, las arterias, los sistemas nervioso
central y periférico y las glandulas adrenales, parecen estar mediadas a través de la
estimulacion de este tipo de receptores (Timmermas y cols., 1993), por los que laAng |1
tiene unamayor afinidad.

A continuacién se comentaran las acciones de la Ang Il que afectan a sistema

vascular.
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1.1.1 Acciones sobre la contraccion del musculo liso vascular

La Ang |l participa en la regulacion del tono vascular mediante su accion
vasoconstrictora del musculo liso vascular y por su accion facilitadora de la transmision
adrenérgica. La Ang Il aumenta el calcio libre citosolico, estimulando su entrada desde
el espacio extracelular a través de canales tipo L o T, o0 su salida de los depdsitos
intracelulares. El calcio se une a la calmodulina activando la cinasa de la cadena ligera
de la miosina, la cual a su vez cataliza la fosforilacion de la miosina. Ello supone el
establecimiento de la interaccion actina-miosina y la contraccion del musculo liso

vascular (Dzau, 1986).

1.1.2 Acciones sobre el crecimiento vascular

Las acciones de la Ang |l sobre el crecimiento vascular afectan a células tan
diversas como las células musculares lisas, las células endoteliales o los fibroblastos.
Ello posibilita la formacion de nuevos capilares 0 angiogénesis, pero también el
engrosamineto patolégico de la pared vascular. Dicho engrosamiento se produce
principalmente en e espacio subintimal y en la capa media, y se asocia a una
acumulacion andmala de colégeno en la adventicia. Las modificaciones estructurales de
la pared arterial pueden ser debidas a tres procesos distintos. la hipertrofia, la
hiperplasia y €l remodelado de los componentes de la pared vascular (Mulvany y
Adkjaer, 1990; Heagerty, 1991). En general todos estos procesos suponen un
incremento del cociente entre el grosor de la capa mediay el diametro de laluz del vaso
debido a un aumento del grosor de la media, a una disminucion del didmetro delaluz, a
ambos a la vez, o simplemente a una reorganizacion de la pared del vaso que reduce la
luz de éste, sin que exista proliferacion celular o hipertrofia. Estas alteraciones de la
estructura vascular tienen importantes repercusiones no sélo morfol égicas, sino también
funcionales para diversos 6rganos como €l corazon, e SNCy €l rifion.

LaAng I, junto con el estrés hemodindmico que tiene lugar en la hipertension
arterial, es uno de los principales factores causantes de las alteraciones morfol 6gicas de
la pared vascular (Heagerty, 1991). Las acciones dela Ang |l sobre el crecimiento de la
pared vascular dependen de la activacion de los receptores AT: en las células
musculares lisas y fibroblastos.

Es importante destacar que las sefiales intracelulares puestas en marcha por la

Ang Il, a corto plazo median la vasoconstriccion, pero a largo plazo modifican la
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expresion génica promoviendo la sintesis de ADN y de proteinas. La Ang Il también es
capaz de estimular la produccion y la accion de factores mitogénicos como el factor
basico de crecimiento de fibroblastos, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, €l
factor de crecimiento endotelial vascular o TNFa que estimulan la proliferacion de las
células musculares lisas y la sintesis de proteinas.

La Ang Il, a través de la estimulacién de los receptores ATi, también parece
jugar un importante papel en la formacién, migracién y proliferacion subendotelia de
las células musculares lisas de la media que forman la neointima en respuesta a dafio

vascular producido por la angioplastia.

1.1.3 Acciones sobre el proceso aterogénico

Ademas, la Ang Il puede ser considerada como un factor proaterogénico ya que
influye en diversos mecanismos que participan en la iniciacion y en e desarrollo de la
aterosclerosis. Debido a su efecto vasoconstrictor la Ang 1l aumenta las resistencias
periféricas y por tanto la presiéon arterial, favoreciendo € desarrollo de una lesion
endotelial que es una pieza clave en €l inicio del proceso aterosclerético. Asimismo,
induce agregacion plaguetaria, inhibe la activacion del plasmindgeno, es un factor
qguimiotéactico para linfocitos mononucleares y aumenta la permeabilidad de la pared
arterial. También, como se coment6 anteriormente la Ang |1 aumenta la produccion de
aniones superoxido (Ushio-Fukai y cols., 1996; Rajagopaan y cols., 1996) y con ello la
peroxidacion lipidica. La formacion de células espumosas también se ve estimulada por
la Ang |1, ya que aumenta el nimero de receptores para LDL oxidadas en la membrana
de los macrofagos y la captacion de las lipoproteinas por éstos (Keidar, 1998). Ademas,
la Ang Il, directa o indirectamente a través de la estimulacion de los factores de
crecimiento de accion local, estimula la proliferacion y la migracion de las células
musculares lisas y la produccién de colageno, elastina y proteoglicanos por la pared

vascular, lo cual favorece laformacion de lalesion aterosclerdtica
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Efectosdela Ang Il mediados através de sus receptores AT, :

Vasos

Corazon
Sistema simpatico

Canales onicos

Acciones treficas

Suprarrenales

Acciones centrales

Acciones renales

Acciones proinflamatorias

Tromhbosis

Vagsoconstriccion aneriovenoss Sisiémica y coronaria

Estimula la liberacion de noradrenaling, aldostarona, vasopresina y
ciidotelina-1

Inhiba la expresion da la NOS y la actividad vasodilatadora del MO

Aumenta la contractilidad y frecuencia cardiacas
Aumenta el tono simpatico central y periférico

Aumenta |la entrada de Ca2+ a traves de canales L
Activacion/bloquec de canales de K+

Aurnenta la sintesis de proteinas (hipartrofiai y ADN (hiparplasia)
Estimula la profiferacion ymigracidn de las células muscularas
lisas vascularas

Avmenta la produccion de matriz extracelular fibrosis)

Estimula la angioganasis

Liberacidn de aldosterona y catecolaminas

Aumenta el tano simpatico

Liberacion de vasopresina, ACTH, prolactina y LH

Sedy apatito por la sal

Vasoconstriccian (eferente > aferente)
Contraccion y proliferacion mesangial
Aumeanta la reabsorcion de Na+y la excracion renal da K+

Inhibe la secrecidn de renina

Activa monocitos/macriofagos
Induee la expresion de citogquinas y moléculas de adhasion

Estimula la actividad NADP/NADPH y la oxidacion da las LDL

Estimula la expresion de PAI-1y 2 _ B
Activa las plagquatas, aumenta su adhasiin y agragacian

Efectosdela Ang Il mediados através de sus receptores ATz:

Acciones antitraficas

Dilerenciacion
Vasadilatacion

Acciones renales

Acciones centrales

Acciones antiproliferativas

Inhibician de la angiogénesis y la proliteracion celular
Aumento de la apoptosis

Activacion de colsgenssas cardiacas

Diferenciacian celular fatal v reparacion tisular

Aumento de la sintesis de NO y cininas

Feduce la reabsorcidn wbular proximal de Na+y bicarbonato
Diuresis y natriurasis

Vasodilatacion arteriolar cerebral

Aumento de |la conductancia al K
Liberacion de prostaglandinas Eyl; v NO
Secrecion de LH y somatostatina

| Actividad matara e informacian sensitiva

Factores de crecimignta transfomadar-TGF[ 1 plaguetano-FOGE fibro bldstico -FGF-2,
fpo-wngiiing o IGF1. PAI-1; infibidor ded ac Svador del plasmindgens

Tabla 7: Resumen de las acciones mediadas por la Ang II a través de sus receptores AT1y ATz Modificado

de Tamargo y cols., 2006
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II. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA “LOCAL” O “TISULAR”

Tradicionalmente se consideraba la existencia de un SRA circulante de accion
fundamentalmente endocrina. Sin embargo, la demostracion en las Ultimas décadas, de
la existencia de todos |os componentes del SRA y de sus ARNm en diferentes érganos y
tgjidos, como el higado, € rifién, €l corazdn, el sistema nervioso central, los érganos
reproductores, 10s vasos sanguineos y el TA, indica la existencia de un SRA loca o
tisular que realiza funciones paracrinas, autocrinas y endocrinas (Paul y cols., 2006;
Kimy cols., 2002).

2.1 Sistema renina angiotensina del tejido adiposo

2.1.1 Angiotensindogeno

Después del higado, € TA (blanco y marrén) es la fuente més abundante de
AGT en roedores (Cassis y cols., 1988; Gomez y cols., 1988; Frederich y cols., 1992;
Phillipsy cols., 1993) y humanos (Jonesy cols., 1997; Engeli y cols., 1999).

Laexpresion de ARNm de AGT se ha detectado en TA periaortico (TA marron),
en TA mesentérico (TA blanco) de ratas (Campbell y Habener., 1987, Cassis y cols,,
1988a; 1988b) y en e TA subcutaneo y visceral de humanos (Karlsson y cols., 1998,
Engeli y cols., 1999).

En ratas Sprague-Dawley la expresion del ARNm y la secrecién de la proteina
de AGT son significativamente mas altas en el TA viscera (perirenal y epididimal) que
en el TA subcutaneo (Serazin-Leroy y cols., 2000). En SHR (Tamura y cols., 1996)
como en ratones obesos y diabéticos (Frederich y cols., 1992) la expresion génica de
AGT en TA epididimal esta también incrementada. Asimismo, en humanos los niveles
del ARNm de AGT son significativamente mayores en el TA viscera que en € TA
subcutaneo (Gilbertay cols., 2002).

2.1.2 Renina y receptor de renina

En la literatura existen datos contradictorios respecto a la expresion génica de
reninaen el TA de roedores y humanos. Mientras algunos investigadores han detectado
niveles del ARNm de renina en TA epididimal de ratas (Zorad y cols., 2006; Pinterova

y cols., 2000), en adipocitos subcutaneos humanos (Karlsson y cols., 1998; Gorzelniak
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y cols., 2002; Engeli y cols., 2005) y preadipocitos (Schling y cols., 1999), otros
investigadores no los han detectado (Harp y cols., 1995; Gilbertay cols., 2001; Saye y
cols., 1993)

La presencia de este receptor de renina se ha publicado recientemente en el TA
subcutaneo (Engeli 2005; Achard y cols 2007) y visceral humano (Zorad y cols, 2006;
Achard y cols, 2007).

2.1.3 ACE, ACE?2 y quimasa

La expresiéon génica de ECA se ha detectado tanto en TA subcutaneo como
visceral humano (Gilbertay cols., 2002; Gorzelniak y cols., 2002; Engeli y cols., 1999,
2005; Jonson y cols., 1994; Karlsson y cols., 1998). Ademés, la actividad de la ECA se
ha determinado en preadipocitos humanos (Schling y cols., 1999).

El ARNm, la proteina, y la actividad de la ECA se han detectado también en el
TA epididimal and retroperitoneal (lumbar) de rata (Crandall y cols., 1992; Harp &
DiGirolamo, 1995; Pinterovay cols., 2000).

Respecto, ala expresion génica, actividad o niveles de proteinade laECA2 en €
TA no existen datos en laliteratura.

Por otro lado, la expresion de la a-quimasa solamente se ha descrito en

adipocitos humanos (Engeli y cols., 1999).

2.1.4 Receptores de angiotensina

El subtipo del receptor de angiotensina que se expresa de forma més abundante
en el TA blanco (Burson y cols., 1994; Crandall y cols 1994, 1999; Cassisy cols, 1996;
Adamsy coals., 2002) y en el TA marron (Cassisy otros, 1996) es el subtipo del receptor
AT;. Ademas, Cassis y cols,, en 1996 describieron que el TA blanco contenia un
numero mas elevado de receptores AT: que TA marrén.

En el TA visceral humano el ARNm del receptor AT, es més abundante que en
el subcutaneo (Gilbertay cols., 2002; Engeli y cols., 1999; 2003).

El TA de ratdn expresa mayoritariamente €l subtipo del receptor AT1a (Bursosn
y cols., 1994).

Por otro lado, la expresion de los receptores AT, se ha determinado
recientemente en el TA epididimal de WKY (Zorad y cols., 2006).
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2.2 Implicacion fisiologica o patofisiologica del SRA adiposo

En los seres humanos existe una correlacion positiva entre la cantidad de TA y
la actividad plasmética de renina, de ECA, y los niveles plasméticos y adiposos de AGT
(Engdli y cols., 2003, Goossens y cols.,, 2003). La expresion del AGT en & TA
disminuye con e ayuno e incrementa con la realimentacién. Ademés estos cambios en
la expresion de AGT van acompafiados por cambios paralelos en la presion arterial
(Engédli y cals., 2003, Goossens y cols., 2003). En roedores la inhibicion del SRA, con
un inhibidor de la ECA o con un antagonista del receptor AT,, produce una disminucion
de la cantidad de TA y megora la sensibilidad a la insulina (Engeli y cols., 2003,
Goossensy cals., 2003).

Ademas de sus efectos bien conocidos sobre la presion arterial, e SRA esta
implicado en el desarrollo del TA. Durante la adipogénesis se induce el AGT y la Ang
Il (Engeli y cols., 2003). La Ang Il promueve el crecimiento y la diferenciacion del
adipocito estimulando directamente la lipogénesis e indirectamente la sintesis de la
prostaciclina (PGl,) (Darimont y cols., 1994; Jones vy cols., 1997; Engeli y cols., 2003).
Sin embargo, en los adipocitos maduros la Ang Il puede inhibir el reclutamiento de los
preadipocitos (Engeli y cols., 2003). De esta manera, es probable que la sintesis local de
Ang Il contribuya a la modulacién del flujo sanguineo en el TA (perfusion del TA) y
por lo tanto, alaregulacion de su metabolismo.

La Ang Il puede influir en la fisiologia del TA a unirse a sus receptores
localizados en los adipocitos, en las células del estroma vascular y en las terminaciones
nerviosas, pudiendo influir directamente sobre el metabolismo del TA, o sobre la
regulacion de la perfusion y de la actividad local del sistema nervioso simpatico
(Crandall y cols., 1997). La Ang Il inhibe la lipolisis, promueve la lipogénesis,
disminuye e consumo de glucosa insulino-dependiente, e incrementa la
gluconeogénesis hepética y la glucogenolisis (Engeli y cols., 2003). Ademas, e SRA
adiposo regula la expresién de los factores endocrinos derivados del TA, como la
prostaciclina, e NO, el PAI-1, y la leptina (Engeli y cols., 2003, Goossens y cols.,
2003).

En model os transgénicos de roedores, 1os niveles de AGT adiposo correlacionan
con los niveles de presion arterial y la cantidad de TA. De esta manera, ratones con
sobre-expresion del AGT adiposo presentan niveles elevados de la presion arteria e

incremento de la cantidad de TA (Massiéray cols., 2001). Ademas, en estos animales se
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ha visto que e AGT adiposo se secreta a la circulacion, por 1o que € TA ademas del
higado es una fuente importante de AGT y Ang |l circulante (Massiéra y cols., 2001).
Esto, sumado a hecho de que los individuos obesos presentan niveles circulantes de
AGT anormalmente elevados (Umemura y cols., 1997), sugiere la posible implicacion
del AGT adiposo en la patogénesis de la hipertension asociada a la obesidad (Frederich
y cols., 1992).

Por lo tanto, el SRA adiposo puede jugar un importante papel autocrino,
paracrino, y endocrino en la patogénesis de la obesidad, de laresistenciaainsulina, y de

la hipertension.
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OBJETIVOS CONCRETOS

Este capitulo pretende caracterizar el SRA del tegido adiposo periadrtico,
mesentérico y lumbar de ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad. Para ello se
determinara

1. S existen diferencias regionales en la expresién de los distintos
componentes del sistema renina-angiotensina del tejido adiposo dentro de
una misma cepa.

2. Si existe un patron de expresion diferente del sistema renina-angiotensina
del tgido adiposo en hipertensién, comparando la expresion de los
componentes del sistemaenel TAPy TAM entre WKY y SHR.

3. Losnivelesde angiotensinal y Il en €l tejido adiposo de WKY y SHR.
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MATERIAL Y METODOS

1. Muestras empleadas
Para la determinacion de la expresion génica del SRA se utilizaron e ARNm y
el ADNCc obtenidos de las muestras de TAP, TAM y TAL que se emplearon en el

estudio de la expresion génica de leptina (ver Material y Métodos, capitulo 1l, punto
4.1).

2. Procedimiento para la RT-(Tagman) PCR

Las condiciones de la RT-PCR para el andlisis de la expresion génica del SRA
del TA fueron las mismas que se emplearon para la determinacion de la expresion
génicade leptina (ver capitulo 111, punto 4.1).

Los Tagman primers y sondas que se emplearon para cada gen del SRA se
detallan en la siguiente tabla:

Primer directo Primer reverso Sonda Tagman
AGT 5-CTACGTTCACTTCCAAGGGAAGA-3’ 5-CACAGACACTGAGGTGCTGTTG3' 5'-CCAGAACTCATGGAGCCCAGTCAGCT-3'
Receptor ] ’ ) ;
] 5 CATCCCTGGTGAGGAAGTCAAG-3 5-CGCAAGGTTGTAGGGACTTTG-3 5" .CATCCTTGAGACGAAACA 3
Renina
Renina 5'-GGTGCCCTCCACCAAGTGT-3' 5 -GCTAGAGGATTCCGAGGAGTCA-3 5" TCCCCTCTACACTGCCTGTGAGATTCACA-3'
ECA 5 TTGTCTGTCACTGGAGCCTGA -3 5'- CCACACCCAAAGCAATTCTTCS 5-TGACAAATATAATGGCCACGTCCOGGT -3
ECA2 5 GAGGAGAATGCCCAAAAGATGA 3° 5 GAAATTTTGGGCGATCTTGGA 3° 5 -CTGCGGCCAAATGGTCTGCCTT 3
Quimasa 5-GGCAGAAGCTCGAGGTTGAA-3’ 5-GCCTAGGGTTAGCTTGGCTTTCS’ 5-CATTCATCCAAACTATG-3
AT, exon . | . , .
142+6bp-3 5-CCACATTCCCTGAGTTAACATATGA 3 5-GAGTTGGTCTCAGACACTATTCGAAA -3 5-ATCACCAGGTAAAGGTC-3
AT, exon 5-CACATTCCCTGTCAAGTGGATTT-3 5 CATTTTGTTTTTCTGGGTTGAGTTG-3' SYBGreen
1+3
AT, 5-TGCCACCAGGCTTGAAAGA-3’ 5-ACGTGAATTGCTCTCTGACACTATTT 3 5" AAATGCACCGTGTGCAGTCGCCA 3
AT, 5"CCTTCCTGTATTGTTTCGTTGGA-3' 5-TGGAGCCAAGTAATGGGAACTC-3' 5'-CCGCTTCCAACAGAAGCTCCGTAGTG3

Tabla 8: Tagman primers y sondas que se emplearon para la cuantificacion de la expresion génica de los
distintos componentes del SRA del TAP, TAM y TAL mediante RT- (Tagman) PCR. La concentracién final
de los TagMan primers y sonda fue de 300 nM y 100 nM, respectivamente, en un volumen final de 25 ul.

El 18S se emple6 como control interno de las muestras de TAM y TAL y ©

HPRT como control interno de las muestras de TAP. Los TagMan primers utilizados
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para estos controles internos se detallaron en latabla 6 (Material y Métodos, capitulo I1,
apartado 4.3).

Se realiz6 una curva patrén para cada uno de los genes amplificados: 18S, HPRT,
ECA, ECA2, quimasa, AGT, renina, receptor de renina, receptor AT, (isoformalargay
corta), ATy, y € receptor AT,. Para ello una vez obtenido € estandar cero de la curva
patron (ver procedimiento en capitulo 111, 4.4) se prepararon siete diluciones seriadas
(2:10) de este estandar cero y se comprobo la curvaen la RT-(Tagman) PCR.

Todas las muestras se midieron por triplicado y los datos de expresion de cada

muestra se normalizaron por su control interno.

3. Isoformas del receptor AT;,, en el TAP, TAM y TAL de WKY y SHR de 12
semanas de edad

Cowling y cols, describieron la presencia de tres isoformas del receptor ATia en
fibroblastos cardiacos de rata, asi como en otros 6rganos y tejidos, a excepcion del TA.
Ademas, demostraron que € tratamiento con citoquinas incrementaba los niveles
proteicos del receptor ATia. En concreto, la isoforma que més incrementaba era la
isoforma denominada AT, exon 1+3.

Para analizar si estas isoformas del receptor ATy, Se expresaban en el TA de
WKY y SHR, una vez extraido el ARNmM de los tres tejidos adiposos y redlizada la
transcripcidn inversa, se realizd una PCR con 1 g del ADNc obtenido y los primers del
receptor de la angiotesina ll, el AT .. Los productos de la PCR se comprobaron en una
electroforesis en gel de agarosaa 1%.

Dada la relacion entre citoquinas e hipertension, se determinaron también los
niveles del ARNm de la isoforma AT, exon 1+3 en las muestras control de TAP de
ratas WKY y SHR. Para €ello, se purificé la banda correspondiente a esta isoforma, se
extrgo e ADNc (QIAEX Il Ge Extraction Kit (QIAGEN® GmbH, Alemania)) y se
secuencié (ExoSAP-IT®, USB Corporation, Ohio, USA). Se disefiaron los Tagman
primers correspondientes parala amplificacion de estaisoformadel receptor y se realizo
una RT-PCR (SYBGReen) con las muestras de TAP deratas WKY y SHR.
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4. Determinacion de los niveles de angiotensina I y angiotensina II en el TAP, TAM
Y TAL de ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad por HPLC

Para la determinacion por HPLC de los niveles de Ang | y Ang Il se
homogeniz6 10 mg de cada tejido adiposo en 100 pL de una solucidn gque contenia
TRIS (50 mmol/L, pH= 7.4), 0.1mmol/L de EDTA, y 1 mg/mL bacitracina. Después se
centrifugaron las muestras a 15000 rpm durante 10 min. Se extrgjo el sobrenadante y
se inyectaron 50 pl de cada muestra en un cromatégrafo Kromasil C8 y una columna
(0.4 x20 cm) y e eluyente fue medido en un gradiente creciente de 26% a 70% de
acetonitrilo/agua, que contenia &cido trifluoroacetico a 0.05%. Se recogieron las
fracciones que contenian Ang | y Ang Il y se concentraron en un sistema de speed-
vacuum Yy Se resuspendieron en 50 mL de TRIS (50 mmol/L, pH=7.4). Finalmente, la
Ang | y la Ang Il se cuantificaron usando en Kit de ELISA especifico para rata
(Phoenix, USA).

5. Analisis estadistico

Los valores de los resultados obtenidos se expresaron mediante la media
aritméticay €l error estandar de la media aritmética (E.S). En todos los experimentos se
indicael nimero de casos por grupo experimental.

En el andlisis de las posibles diferencias entre distintos grupos experimentales se
utilizé e programa estadistico StatView de Sas Ingtitute Inc., version 2002. Para
comparar diferentes cepas y grupos de tratamiento las diferencias entre las medias se
analizaron mediante e andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido de un
postest (Fisher's). Se consider6 que las diferencias eran estadisticamente significativas

paravalores de p< 0,05.
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RESULTADOS

1. Isoformas del receptor ATia, en el TAP, TAM y TAL de WKY y SHR de 12
semanas de edad

Los resultados de la PCR del receptor de la Ang Il, el AT, indicaron la
presencia de tres isoformas de este receptor en los tres TA de ambas cepas, WKY y
SHR. Como indica la figura 52, en el gel de agarosa se obtuvieron tres bandas
correspondientes a receptor ATy, la predominante o tipica del receptor AT,
demoninada AT1aexon 1+2+6bp+3, otra con unas 300 pares de bases, denominada AT 1a
exon 1+2+3, y unatercera con arededor de 200 pares de bases, que no presenta el exon
2,y que se denomina AT, exon 1+3 (Figura52).

Exon 1+2+6bp+3 (~300 bp)

Figura 52: Comprobacion de los productos de la PCR del receptor de Ang II ATia en gel de agarosa al 1%.
Como muestras se emplearon agua (H20, para detectar posible contaminacion), ventriculo izquierdo (VI,
como control) y TA periaértico de una muestra de WKY tratada con leptina.

2. Estudio de las diferencias regionales en la expresion génica de los distintos
componentes del sistema renina-angiotensina dentro de una misma cepa

A continuacion se muestran los niveles de expresion del ARNm de cada uno de
los componentes del SRA analizados en el TAP, TAM y TAL de ratas control WKY y
SHR de 12 semanas de edad.
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2.1 Angiotensinogeno (AGT)

En la cepa WKY la expresion génica de AGT fue similar en las muestras de
TAP, TAM y TAL (Figura 53A).Sin embargo, en la cepa SHR la expresion génica de
AGT fue significativamente mayor en el TAM y TAL que en e TAP (Figura 53B).
Ademas, no se encontraron diferencias significativas los niveles dd ARNm de AGT
entre el TAM y e TAL. Por lo tanto, la expresion génica de AGT en la cepa SHR es
diferente entre el TA blanco (TAM y TAL) y el TA marron (TAP).

B.
WKY SHR
8 81
3 8
E 61 8 67
5 s
g g
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TAP TAM TAL TAP TAM TAL
AGT AGT

Figura 53: Expresion del ARNm de AGT en el TAP, TAM, TAL de WKY (A) y SHR (B) de 12 semanas de
edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan la media + E.S de
6-12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs TAP p<0,05

2.2 Renina y receptor de renina

En ambas cepas, los niveles del ARNm de renina fueron indetectables en los tres
tipos de tgjidos adiposos analizados, aunque si se detectaron niveles de ARNm de
reninaen los controles de cortezarenal y rifion utilizados.

Por otro lado, tanto en el TAP como en el TAM y el TAL, se detectaron niveles
del ARNm del receptor de renina, siendo, en ambas cepas, la expresion génica de este
receptor significativamente mayor en el TAP que en el TAM y e TAL (Figura54A y
B). Ademas, en ambas cepas los niveles del ARNm del receptor de renina fueron
similaresentre el TAM y & TAL. Estos resultados sugieren al igual que sucedi6 con €
AGT en la cepa SHR, que la expresién génica del receptor de renina es

significativamente diferente entre el TA blanco y € marrén, en WKY como en SHR.
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A. WKY B. SHR
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Figura 54: Expresion del ARNm del receptor de renina en el TAP, TAM, TAL de WKY (A) y SHR (B) de 12
semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan la
media + E.S de 6-12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs TAM y TAL p<0,05.

2.3 Enzima convertidora de angiotensina (ECA, ECA2) y quimasa

Laexpresion génicade ECA enlacepaWKY fue estadisticamente superior en el
TAL queen e TAPy el TAM. Entreel TAPy e TAM no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los nivelesdel ARNm de la ECA (Figura55A).

Por e contrario, en la cepa SHR la expresion génica de ECA, fue
significativamente superior en el TAM y & TAL que en el TAP. A su vez, los niveles
del ARNm de la ECA fueron significativamente mayores en e TAL que en el TAM
(Figura55B).

A. WKY B. SHR
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Figura 55: Expresion del ARNm de ECA en el TAP, TAM, TAL de WKY (A) y SHR (B) de 12 semanas de
edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan la media + E.S de
6-12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs TAP y (#) estadisticamente significativo vs
TAM. p<0,05.
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Respecto a la expresion génica de la ECA2 en la cepa WKY,, su expresion fue
similar en los tres tgjidos adiposos (Figura 56A). Pero en la cepa SHR la expresion de
ECAZ2 fue significativamente mayor en el TAM queenel TAPy e TAL. Entreel TAP
y TAL no se encontraron diferencias significativas (Figura56B).

Por otro lado, tanto en WKY (Figura 56C) como en SHR (Figura 56D), la
expresion génica de la quimasa fue significativamente mayor en el TAM y e TAL que
en el TAP. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles del
ARNmM de quimasaentre el TAM y el TAL. De nuevo, estos resultados sugieren gque la
expresion génica de la quimasa es diferente en WKY y SHR, en funcién del tipo de TA

(blanco o0 marron) analizado.
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Figura 56: Expresion del ARNm de ECA2 y quimasa en el TAP, TAM, TAL de WKY (A, C) y SHR (B, D)
de 12 semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan
la media + E.S de 12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs TAP y TAL p< 0,05.
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2.4 Receptores de angiotensina II: AT, AT,

Al igual gue la quimasa, en ambas cepas, |os niveles del ARNm de la isoforma
tipica del receptor ATia (AT1a e€xon 1+2+6bp+3), fueron significativamente mayores en
el TAM y el TAL queene TAP (Figura57A y B). Entreel TAM y el TAL, los niveles
del ARNm de esta isoforma receptor AT,, fueron similares (Figura 57A y B). Esto
indica que en WKY como en SHR, la expresion génica del receptor ATia €S
significativamente mayor en el TA blanco que en e marron.

Respecto ala expresion génicadel receptor AT, se detectaron nivelesdel ARNm
del receptor AT, en los tres tipos de tejidos adiposos de ambas cepas, siendo la
expresion del receptor en la cepa WKY, significativamente mayor en el TAM que en €l
TAP vy & TAL. En cambio, en la cepa SHR, los niveles del ARNm del receptor AT,
fueron significativamente mayoresen el TAPy el TAM que en el TAL (Figura57Cy
D).
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Figura 57: Expresion del ARNm del receptor ATiaExon 1+2+6bp+3 y AT2en el TAP, TAM, TAL de WKY (A,
C) y SHR (B, D) de 12 semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los
datos representan la media + E.S de 12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs TAP y
TAL p<0,05.
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3. Comparacion del patron de expresion génica del sistema renina-angiotensina del

tejido adiposo entre WKY y SHR de 12 semanas de edad

3.1 Expresion génica del sistema renina-angiotensina en el tejido adiposo
periadrtico
La expresion génica del AGT (figura 58A) y del receptor de renina (Figura

58B) en el TAP fue significativamente menor en la cepa SHR que en laWKY. .
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Figura 58: Expresion del ARNm de AGT (A) y del receptor de renina (B) en el TAP de WKY y SHR de 12
semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno HPRT. Los datos representan la
media + E.S de 6 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05
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Asimismo, los niveles del ARNm de ECA (Figura 59A) y ECA2 (Figura 59B)
fueron también significativamente menores en SHR que en WKY. Sin embargo, la
expresion génica de la quimasa en el TAP fue significativamente mayor en la cepa SHR

gue en laWKY (Figura 59C).
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Figura 59: Expresion del ARNm de ECA (A) , ECA2 (B) y chimasa (C) en el TAP de WKY y SHR de 12
semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno HPRT. Los datos representan la
media + E.S de 12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05.
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Respecto ala expresion génica de |os receptores de angiotensina ll en el TAP se
encontrd que los niveles de ARNm de la isoforma tipica del receptor AT, (AT, €X0N
1+2+6bp+3), fueron similares entre WKY y SHR (Figura 60A). Aungue la expresion de
laisoforma AT, exon 1+3 fue significativamente inferior en la cepa SHR que en la
cepaWKY (Figura 60B).
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Figura 60: Expresion del ARNm del receptor ATia (AT1a exon 1+2+6bp+3) (A) y de la isoforma del receptor
ATia exon 143 (B) en el TAP de WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el
control interno 185 y HPRT. Los datos representan la media + E.S de 12 determinaciones/cepa. (*)
estadisticamente significativo vs control p<0,05

También se detectaron niveles del ARNm del receptor ATy, en e TAP siendo

estos significativamente menores en la cepa SHR que en lacepa WKY (Figura61).
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Figura 61: Expresion del ARNm del receptor AT en el TAP de WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los
resultados estan corregidos por el control interno HPRT. Los datos representan la media + E.S de 12
determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05

Por Ultimo, la expresion génica del receptor de AT, en el TAP, fue similar en
WKY y SHR (Figura 62).
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Figura 62: Expresion del ARNm del receptor ATz en el TAP de WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los
resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan la media + E.S de 12
determinaciones/cepa.

Por lo tanto, en el TAP € patron de expresion génica del SRA es diferente entre
WKY y SHR, siendo su expresiéon en la cepa hipertensa significativamente menor que
en WK, aexcepcion de la quimasa, que se expresa mas en SHR que en WKY, y de los
receptores ATla (AT, exon 1+2+6bp+3) y AT, que se expresan de forma similar en

ambas cepas.

3.2 Expresion del sistema renina-angiotensina en el tejido adiposo mesentérico

Como indica la figura (63A) la expresion génica del angiotensindégeno en €l
TAM fue similar en WKY y SHR. Sin embargo, los niveles del ARNm del receptor de
renina fueron significativamente menores en la cepa SHR comparado con WKY (Figura
63B).
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Figura 63: Expresion del ARNm de AGT (A) y del receptor de renina (B) en el TAM de WKY y SHR de 12
semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan la
media + E.S de 12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control p<0,05.
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Unidades arbitrarias

Respecto a la expresion genica de las enzimas convertidoras de angiotensina,
tanto la ECA (Figura 64A) y como la ECA2 (Figura 64B) se expresaron de forma
similar en el TAM de ambas cepas. Asimismo, los niveles del ARNm de la quimasa en
el TAM fueron similares entre WKY y SHR (Figura 64C).
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Figura 64: Expresion del ARNm de ECA (A) ,ECA2 (B) y quimasa (C) en el TAM de WKY y SHR de 12
semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan la
media + E.S de 12 determinaciones/cepa.

Ademés, se determinaron los niveles del ARNm de los receptores de ATy, (exon
1+2+6bp+3) y AT, siendo su expresion génicasimilar entreen el TAM de WKY y e de
SHR (figura 65A y B, respectivamente). Sin embargo, en este TA, no se determinaron

ni laexpresion de laisoformadel receptor AT1a exon 1+3, ni ladel receptor ATa.
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Figura 65: Expresion del ARNm del receptor ATia Exon 1+2+6bp+3 (A) y ATz (B) en el TAM de WKY y SHR
de 12 semanas de edad. Los resultados estan corregidos por el control interno 18S. Los datos representan
la media + E.S de 12 determinaciones/cepa.
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Por lo tanto, el patron de expresion del SRA en e TAM es similar en ambas
cepas, a excepcion de la quimasa, cuya expresion génica es significativamente menor en

la cepa hipertensa.

4. Niveles de angiotensina I y angiotensina II en el TAP, TAM Y TAL de ratas
WKY y SHR de 12 semanas de edad

En la cepa WKY los niveles de Ang | fueron significativamente mayores en €l
TAM, que en el TAP (Figura 66A). Respecto alos nivelesde Ang Il en WKY (Figura
66C), estos fueron significativamente mayoresen el TAM queenel TAPy e TAL. En
cambio, en la cepa SHR, los niveles de Ang | (Figura 66B) fueron similares en los tres
TA analizados y los de Ang Il fueron significativamente mayores en e TAP con
respecto al TAL (Figura 66C).
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Figura 66: Niveles de Ang I en (A) WKY, (B) SHR) y Ang II en (C) WKY, (D) SHR) determinados por
HPLC y ELISA en el TAP, TAM y TAL de WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los resultados estan
expresados en pg/mg de TA. Los datos representan la media + E.S de 12 determinaciones/cepa. (¥, #)
estadisticamente significativo p<0,05.
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Comparando los niveles de Ang | (figura 67A) y Ang |l (figura 67B) entre
cepas, se encontrd que los niveles de ambos péptidos fueron significativamente mayores
enel TAM de WKY que de SHR.
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Figura 67: Niveles de Ang I (A) y de Ang II (B) en el TAM de WKY y SHR de 12 semanas de edad. Los
datos representan la media * E.S de 12 determinaciones/cepa. (*) estadisticamente significativo vs control
p<0,05.
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DISCUSION

El TA contiene los componentes necesarios del SRA para la sintesis local de
Ang Il (Engeli y cols., 1999; Harp y cols., 1995; Crandall y cols., 1994; Sayey cols.,
1993). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones sobre el SRA del TA se han
realizado en TA subcutaneo y visceral (epididima y lumbar), y se ha prestado poca
atencién a TA perivascular. Este TA rodea casi todos |0s vasos sanguineos en mayor o
menor cantidad y es de diferente tipo, dependiendo del lecho vascular. Asi, el TAM es
blanco (Hausmann y cols., 2001), mientras que el TAM es marron (Kortelainen y cols.,
1993; Mathiasy cols., 1994).

La importancia de los resultados obtenidos en este capitulo radica en que es la
primeravez que se caracteriza la expresion génica de todos |os componentes del SRA, a
excepcion de larenina, asi como los nivelesde Ang | y Ang Il en el TA perivascular,
concretamente en el TA marron que rodea la arteria torécica adrticay el TA blanco que
rodea €l lecho vascular mesentérico. Ademas, se ha realizado un estudio comparativo
entre ratas normotensas, WKY, e hipertensas, SHR. Por otra parte, en la literatura no
existen resultados previos sobre la expresion génicade ACE2 en €l TA, y tampoco se ha
descrito previamente la existencia de tres isoformas del receptor AT, enel TA.

En primer lugar comparamos la expresion de los componentes del SRA en una
misma cepaen diferentes TA.

Los resultados obtenidos indican que existe un patron de expresion genica de
AGT diferente entre los tres tipos de TA: TAP, TAM y TAL en WKY y SHR. De
manera, que en WKY laexpresion génicade AGT essimilar en lostres TA analizadosy
en cambio, en SHR, su expresién es mayor en el TAM y TAL que en e TAP. Por lo
tanto, en WKY los niveles del ARNm de AGT son similares entre el TA marrén y e
blanco, pero en SHR son significativamente mayores en el TA blanco.

El AGT se sintetiza ademés de en e higado, en e TA (blanco y marrén) de
roedores (Cassis y cols., 1988; Gémez y cols., 1988; Frederich y cols., 1992; Phillips y
cols., 1993) y humanos (Jones y cols., 1997; Engeli y cols., 1999). Se han detectado
niveles del ARNm de AGT en e TA periadrtico (TA marron), en el TA mesentérico
(TA blanco) de ratas (Campbell y Habener., 1987; Cassisy cols., 1988a; 1988b) y en €
TA subcutaneo y visceral de humanos (Karlsson y cols., 1998; Engeli y cols., 1999).

Ademés, la expresion génica de AGT es significativamente mayor en el TA viscera
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(perirenal y epididimal) que en e TA subcutaneo de roedores (Serazin-Leroy y cols.,
2000) y humanos (Gilbertay cols., 2002). Asi como enel TA epididima de SHR que en
WKY (Tamuray cols., 1996) y en los ratones obesos y diabéticos (Frederich, 1992).

Con respecto a la expresion del ARNm de renina en TA hay resultados
contradictorios en la literatura unos detectan y otros no (Engeli y cols, 2003). En
nuestro trabajo, en los tres tipos de TA analizados, TAP, TAM y TAL, la expresién del
ARNmM de renina era imperceptible. Estos resultados apoyan € concepto de que el papel
funcional del SRA del TA perivascular no depende de sintesis local de renina, sino que
parte de la renina o0 prorenina es recaptada de la circulacion. A este respecto, es
interesante la deteccién por primera vez, del recién identificado receptor de renina
(Nguyen G y cols., 2002) tanto en el TA marron (TAP) como en el TA blanco (TAM y
TAL) de WKY y SHR. Recientemente, se ha descrito la presencia de este receptor en el
TA subcuténeo (Engeli y cols., 2005; Achard y coals., 2007) y visceral humano (Achard
y cols, 2007, Zorad y cols, 2006). La expresiéon del receptor de renina es
dgnificativamente mayor en el TA marrén (TAP) que en el TA blanco (TAM y TAL)
en ambas cepas.

La expresion concomitante del AGT y del receptor de reninaen TA perivascular
pone de manifiesto la posibilidad de la sintesis local de Ang | en el TA perivascular. De
hecho, se han detectado niveles elevados de Ang | en los tres tipos de tegjidos adiposos:
TAP, TAM y TAL, en WKY y en SHR. Los niveles peptidicos de Ang | en el TAM de
WKY fueron significativamente superiores a los encontrados en el TAP, sin embargo,
en la cepa hipertensa no se encontraron diferencias entre ambos TA.

Respecto a la Ang |1, también se han detectado niveles elevados en e TA
marron y en e TA blanco de WKY y SHR. Al igual que ocurrié con la Ang |, los
niveles de Ang Il fueron significativamente superiores en e TAM que en el TAP de
WKY y no se encontraron diferencias entre los niveles peptidicos de Ang Il entre el
TAM y el TAP de SHR. Por € contrario, algunos autores han encontrado niveles cuatro
veces superiores de Ang Il en e TA marrdn (Campbell y cols., 1993; 1995; Shenoy y
cols., 1997) que en e TA blanco de rata (Engeli y cols., 1999).

Lasintesisde Ang Il en el TAP, TAM y TAL, puede ser catalizada tanto por la
ECA como por la quimasa encontradas en estos TA. En la cepa WKY la expresion

génica de la ECA fue similar entre el TAP y e TAM, mientras que fue
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significativamente mayor en el TAL con respecto a TAP. En la cepa SHR, en cambio,
laexpresion génicade la ECA fue significativamente mayor enel TAM comparado con
el TAP, y laexpresion en e TAL fue significativamente mayor con respecto a los otros
dos TA.

La expresion génica de la ECA se ha descrito en e TA blanco (Engeli y coals.,
1999; Giacchetti y cols., 2002; Schling y cols., 1999; Jonsson y cols., 1994), mientras
gue no existen datos en la literatura con respecto a la expresion de la ACE en TA
marron. Se han detectado niveles del ARNm de la ECA ademés en el TA subcutaneo y
visceral de roedores (Pinterovay cols., 2000; Crandall y cols., 1992) y humanos (Engeli
y cols., 1999; Giacchetti y cols., 2002; Jonsson y cols., 1994). También se ha descrito
actividad de la ACE en preadipocitos humanos (Schling y cols., 1999).

Respecto a la expresion de la a-quimasa ha sido solo descrita anteriormente en
adipocitos humanos (Engeli y cols., 1999). El hecho de que los niveles de la expresion
del ARNm de la a-quimasa fueran mas altos en el TAM que en TAP de ambas cepas,
podria explicar que los niveles de Ang Il en WKY sean més atos en e TAM. Sin
embargo, en la cepa SHR a pesar de tener una mayor expresion de ECA y quimasaen €l
TAM que en TAP, no existen nivelesde Ang Il méas elevados en el TAM, esto puede ser
debido a que presenta también una mayor expresion de ECA2 en e TAM por lo tanto,
podria suceder quelaAng I, que es similar entre el TAM y TAP, por accion dela ECA2
setransformaraen Ang1-9ynoenAngll.

Los resultados obtenidos en WKY son interesantes porque el tratamiento con
inhibidores de la ECA tendria distintos efectos dependiendo del lecho vascular, aorta o
mesenterio. Asi, la supresion de la sintesis local de Ang |l en respuesta a la inhibicion
de la ECA se puede podria limitar en el TAP pero no en el TAM debido alta expresion
génica de la a-chimasa que presenta.

Como comentamos anteriormente, la expresion del homélogo de la enzima
convertidora de angiotensina, laECA 2, que transformala Ang | en angiotensina 1-9, la
cual asu vez por accion de la ECA es transformada en angiotensina 1-7 (Tipnis y cols.,
2000), no se ha descrito con anterioridad en TA. En WKY se encontrd que la expresion
de ECA2 erasimilar entre el TA blancoy e TA marron. En cambio, en SHR los niveles
del ARNm de ECAZ2 fueron significativamente superiores en e TAM comparado con €l
TAPy e TAL.
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Respecto a los receptores de Ang 11, el subtipo méas abundante en e TA blanco
(Bursony caols., 1994; Crandall y cols., 1999; Cassisy cols., 1996; Adamsy cols., 2002)
y e marron (Cassis y cols., 1996) es el receptor AT;. Cassis y cols, en 1996,
describieron que e TA blanco contenia mayor nimero de receptores AT, que € TA
marron. De acuerdo con estos resultados, € TAM de las ratas WKY y SHR posee
niveles del ARNm del receptor AT: significativamente superiores a los encontrados en
el TAP.

Ademas, en roedores se han identificado y clonado dos subtipos del receptor
AT1(ATiay ATap) que codifican por dos genes distintos (Iwai, y cols 1992; Sasamura,
y cols., 1992). Pues bien, en el TA perivascular (TAMy TAP) de WKY y SHR, también
se han detectado niveles, aunque muy bajos, del ARNmM del receptor ATy,

Lo maés destacado respecto a la expresion génica de los receptores AT, €s la
presencia de tres isoformas de este receptor en el TA perivascular (TAM y TAP). Estas
isoformas del receptor AT,,, han sido recientemente descritas en fibroblastos cardiacos
y en otros rganos y tejidos, a excepcion del TA (Cowling y cols., 2005).

La isoforma tipica del receptor AT1a, demoninada ATia exon 1+2+6bp+3, que
contiene arededor de unos 300 pares de bases, se expresa de forma significativa, mas en
el TAM que en el TAP de ambas cepas, mientras que la isoforma corta, AT, exon 1+3,
gue no presenta €l exon 2 y que posee alrededor de 200 pares de bases, se expresa de
forma similar en ambos tejidos (en e TAM sblo se determind la expresion de este
receptor en la cepa WKY). La funcion especifica de cada una estas isoformas no se
desconoce.

Por otro lado, la expresion del receptor AT se ha descrito recientemente en €l
TA epididimal de las ratas WKY (Zorad y cols., 2006). Los resultados obtenidos
muestran que este receptor también se expresa en el TA perivascular de WKY, como en
el de SHR. En WKY los niveles del ARNm del receptor AT> fueron significativamente
superiores en el TAM que en e TAP, mientras que en SHR fueron similares entre

ambos tejidos.

Comparando la expresion génica del SRA del TAP entre ambas cepas
encontramos que la expresion génicade AGT, € receptor derenina, de ECA, ECA 2,y
del receptor AT, exon 1+3 fue significativamente menor en SHR que en WKY. Sin

embargo, la expresion génica de la quimasa fue significativamente mayor en la cepa
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hipertensa. Ademas, no se encontraron diferencias entre ambas cepas ni en la expresion
génicadel ATy, exon 1+2+6bp+3, ni en los niveles del ARNm de los receptores AT,
asi como enlosnivelesde Ang | y Ang Il.

En cambio, en el TAM la expresion génicade AGT, ECA, ECA 2, quimasa, los
receptores ATy, exon 1+2+6bp+3 y de los receptores AT, fue similar entre WKY y
SHR. Sin embargo, los niveles del ARNm del receptor de renina y de los receptores
ATy, exon 1+3 fueron significativamente menores en la cepa hipertensa que en la
normotensa. Curiosamente, a pesar de que la expresion génicadel TAM es muy similar
entre WKY y SHR, los nivelesde Ang | y Ang |l fueron significativamente menores en
la cepa hipertensa.

Estos resultados indican que la expresion génica de los componentes del SRA
del TAP estaregulada alabajaen SHR. En cambio, la expresion del SRA del TAM fue
similar entre ambas cepas.

En resumen, los resultados mostrados en este capitulo demuestran la existencia
de un SRA completo en e TA perivascular (blanco y marron) de WKY y SHR.
Ademas, sugieren una sintesis local de Ang | y Ang Il en ambos tejidos adiposos e
indican, que el patron de expresion génica de SRA perivascular es diferenteen un TA 'y
otro (blanco o marrén) por lo que € SRA podria desempefiar diferentes funciones en
funcion del tipo de TA que rodee € vaso. Por otro lado, también sugieren que la
expresion génica del SRA perivascular es diferente entre WKY y SHR en ambos tipos
de TA, especilmente en el TAP.

Debido aque € TA perivascular gerce un papel paracrino en la regulacion de la
funcion vascular (Soltis y Cassis, 1991) a través de la sintesis y secrecion de varios
factores vasoactivos, tales como e ADRF (Lohn y cols., 2002 ; Dubrovska y cols.,
2004; Verlohren y cols., 2004; Gdvez y coals., 2006), laleptina (Galvez y cols., 2006) y
los aniones superoxido (Gao y cols., 2006) y a los efectos contréctiles, tréficos y
proinflamatorios de la Ang |1, la produccion local de este péptido en e TA perivascular
podriatener un impacto substancial en lafuncién y la estructura vasculares. Por |o tanto,
podria desempefiar un papel importante en € desarrollo de la hipertension y en €
remodelado vascular asociados ala obesidad (Paul 2006).

La Ang Il sintetizada por el adipocito podria producir directamente una
respuesta vasoconstrictora y modular asi la respuesta a otras adipocitokinas como la

leptina, el ADRF (Fortufio y cols., 2002). También, podria estimular la liberacién de
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NA (Zimmerman, 1972) desde las terminaciones nerviosas que inervan e TA
perivascular, lacual produciria también un efecto vasoconstrictor.

Ademas, debido a las acciones pro-inflamatorias de la Ang 1l, las cuales
representan un factor adicional importante en la regulacién del tono y del remodelado
vascular (Paul y cols., 2006), las acciones del SRA perivascular podridn desempefiar un
papel importante en estos procesos. Por otro lado, otro posible papel del SRA
perivascular podria ser en la regulacién autocrina de la cantidad de TA. De hecho, la
Ang Il se considera un factor adipogénico implicado localmente en e crecimiento y
desarrollo del TA (Darimont y cols., 1994; Crandall y cols., 1999; Jonesy cols., 1997),
la lipogenesis (Jones y cols., 1997), asi como en la secrecion de otras adipocitokinas
(Kimy cols., 2002). Esto explicaria que la cepa SHR al tener menos cantidad de Ang |1,
gue lacepa WKY , presente también menor cantidad de TAM que WKY .

Por otra parte, la existencia de un SRA perivascular adyacente ala adventicia de
los vasos sanguineos, podria proveer de unainterfaz al SRA vascular.
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1. LasratasSHR de 4y 12 semanas de edad presertan una menor cantidad de TAM 'y
TAL quelacepaWKY.

2. Lasratas SHR de 12 semanas de edad poseen adipodtos mesent&icos mas pequefos,
sin cambios en €l nimerode células y un menor conterido de lipidos totales.

3. El efecto anticontractil del ADRF es significativanente menor en la cepa hipertensa y
esdependentedelacantidad de TA perivasular.

4. La cepa SHR de 4 semanas de edad, que es prehipetensa, ya preserta una menor

canticad y efectoanticontréctil del TA perivascular.

5. EnlacepaWKY €l efectoanticontréctil del ADFR disminuye con laedad.

6. LacepaSHR presertaniveles plasméticosy mesentéicosde leptinasignificativamente
menores a la cepa WKY . Existe una correlacion positiva entre |os niveles plasméticos
deleptinay lacanticed de TAM.

7. El efectovasodilatador de laleptinaexogenaes significativamenteinferiar en laaortay

en laarteriamesentéicasuperior de SHR quede WKY .

8. Estasdiferenciasen el efecto vasodilatador de laleptinaexdégera entre WKY y SHR no
son debidasa diferercias en la expreson de laformalargadel receptor de leptina(Ob-
Rb) ni a una menor capacidad de activar la via de sefidizaciéon a través de la
P-STAT3/STATS.

9. Laexpredon de la forma cortadel receptor de leptina (Ob-Ra) es significativamente
inferior enlaaortade SHR quede WK .
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10.EI TAP, el TAM y el TAL de WKY y SHR expresan todos|os componentes del SRA,

excepto larenina.

11.Losnivelesde Ang | y de Ang Il son significativamente menoresen el TAM delacepa

hipertensa.

12. Eslaprimeravez que se describe la expreson génicadel receptor derenina, delaECA2

y detresisoformas del receptor AT, en el TA perivescular.

13. Existe un patron de expreson génica de los distintos comporentes de SRA diferente

entreel TA blancoy e TA marrén.

14. Laexpreson génicadel SRA del TAP es menor en SHR queen WKY . En cambig, en
el TAM, laexpreson génicadel SRA fuemuy simila entreambas cepas.

15. Estosresultados sugieren quelasalteradonesen la cantided y funcidn del tejido adiposo

perivascular podrian contribuir a desarrollo y mantenimiento de la presion arterial
elevadaenlacepaSHR.
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CONCLUSIONS

10.

11.

4 and 12 week-old SHR have a smalle amount of mesenteric adipose tissue (MAT)
and lumbar adipose tissue(LAT) than WKY.

12 week-0old SHR have smaller mesenteric adipocytes with a lower of total lipids
contert, without changesin the number of cells.

The anticontractile effect of the ADRF is significantly smalle in SHR and is

depend ng of the amount of perivascular adipose tissue.

Prehypetensive SHR already have a smaller amount and anticontractile effect of the

perivascul ar adipose tissue.

INnWKY ratsthe anticontractile effect of the ADFR diminisheswiththe age

SHR haslower leptinlevelsin plasmaand mesenteric bed

There is a correlation between plasma leptin levels and the amount of mesenteic

adipose tissue.

Vasodilatory effect of exogenaus leptinis reduced in aortic and mesenteric ringsfrom
SHR. This effect is not due to a different leptin receptor (Ob-Rb) expression or to
differencesin signaling transduction (R-STAT3/STAT3).

The expression of theleptinreceptor Ob-Rawaslower in aortaof SHR.

Perivascul ar adipose tissue of aorta and mesenteic arteries from Wistar Kyoto and

SHRratshasall comporentsof the reninangiotensinsystem (RAS), except renin.

Angl and Angll levelsin TAM were significantly lowerin MAT of SHR.
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12.

13.

14.

15.

Conclusions

An important new findingis the expression of the (pro) renin receptor, ACE2 and of

three AT, receptor isoformsin perivascul ar adipose tissue

Geneexpression levelsof someRAS comporentsare different between periaortic and

perimesenteric fat and al so between the strain.

In SHR the gene expression levels of RAS comporents of TAP was lower than

WKY . However, the geneexpression of RASin TAM wassimilarin both strains

These results sugged that ateraions in the amount and function of perivascular fat
could contribute to the devel opment and maintenance of the elevated arterial pressure
in SHR.
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Perivascular Adipose Tissue and Mesenteric Vascular
Function in Spontaneously Hypertensive Rats

Beatriz Gélvez, Javier de Castro, Diana Herold, Galyna Dubrovska, Silvia Arribas,
M. Carmen Gonzilez, Isabel Aranguez, Friedrich C. Luft, M. Pilar Ramos,
Maik Gollasch, Maria S. Ferndndez Alfonso

Objective—Perivascular adipose tissue of normotensive rats releases a transferable factor that induces relaxation by
opening voltage-dependent K* (K,) channels. The relevance of these observations to hypertension is unknown.

Methods and Results—We characterized mesenteric perivascular adipose tissue from 3-month-old Wistar Kyoto rats
(WKY) and aged-matched spontaneously hypertensive rats (SHR). Mesenteric bed (MB)} weight and MB total lipid
content were lower in SHR than in WKY. Freshly isolated MB adipocytes were smaller in SHR. Plasma trigiycerides,
glycerol, nonesterified free-fatty acids, and cholesterol were also lower in SHR. Plasma and mesenteric leptin were
correlated with the quantity of mesenteric fat. To study vascular function, the MB was cannulated and perfused at a
constant 2 mL/min flow. The K, channel blocker 4-aminopyridine (4-AP; 2 mmol/L} increased perfusion pressure less
in SHR MB than WKY and was directly correlated with the mesenteric fat amount. In isolated mesenteric artery rings,
4-AP (2 mmol/L) induced a contractile effect that was attenuated in SHR compared with WKY. The anticontractile
effects of perivascular fat were reduced in SHR mesenteric artery rings compared with WKY, _

Conclusions—Differences in visceral perivascular adipose tissue mass and function: may contnbute ‘to the increased
vascular resistance observed in SHR. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006;26:000-000:)-":

Key Weords: perivascular adipose tissue m ADRF ® mesenteric arteriés m SHR

Earlier studies uncovered a_paracrine role for adipose’. regulation of mesenteric artery contractility by K, channel
tissue in the regulation of vascular function. Soltis and activation.® Adipocyte-derived leptin also influences vascular
1ssis! demonstrated that perivascular fat significantly atten- tone,>~7 Pharmacological experiments showed' that leptin in-
uated vascular responsiveness of gortic rings to norepineph- - duces a direct 5'ya$bdi1ataﬁ0n in aorta and mesenteric arteries.®
e. More recent reports confirmed the inhibitory action of ~ Interestingly, the vasodilatory effect of leptin on mesenteric
perivascular fat on aortic? and mesenteric? contractile re- - arteries is attributable to VSMC membrane hyperpolarization,®
onse to a variety of vasoconstrictors. The. anticontractile © : - which is likely caused by activation of K* channels and release
acnon is mduced by an undefined tramferab]e factor released ~ of endothehum—denved hyperpoiarlzmg factor, Because the

nded::b

high but variable

g factor (ADRF)2 ADRF as relcased frorn ra___‘aornc_ ssue, changes in the

periadventitial tissue by a calcium- and cAMP- -dependent amount of fat may have consequences for the regulation of
echanism.* The anticontractile effect is mediated by open- mesénteric artery toric and systemic artérial blood pressure. We
iig of ATP-dependent K* channels in the aorta? and by fested the hypothesis that visceral penvascu]ar adipose tissue
tivation of vascular smooth muscle voltage-dependent K* contributes to differences in vascular resistance in hypertension
) channels in mesenteric arteries.? The mesenteric vascular and analyzed the possible relationship between the amount and
ooth muscle cell (VSMC) resting membrane potential is function of perivascular fat and hypertension.
ore hyperpolarized in arterial rings surrounded by fat than
i rings without fat. Furthermore, the anticontractile effect is Methods
rectly dependent on the amount of fat? These findings Animals
pport the notion that perivascular fat contributes to the Experiments were conducted in 3-month-old male Wistar Kyoto rats
aintenance of basal tone in mesenteric arteries and to the {WKY) and spontancously hypertensive rats (SHR; 300 to 350 g;
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Charles River; Barcelona, Spain} maintained under controlled light
{12-hour light/dark cycles from 8:00 A to 8,00 pM) and temperature
(22°C 10 24°C) conditions. The rats were fed a normal rat chow
(A.04; Panlab) and had free access to tup water. The institutional
snimal care and use committee approved al experimental procedures
according to Buropean Community guidelines. Systolic and diastolic
blood pressure was recorded directly in a group of animals under
anesthesia (sodium pentobarbital 50 mg/kg). Because anesthesia
might influence adipose tissue metabolism and lipid parameters,
another group of animals was killed by decapitation and blood was
collected in EDTA. Plasma samples were frozen in aliquots for
biochemical determinations. The mesentery was rapidly separated
from the intestine, weighed, and its voiume was determined plethys-
wographically. Wet weight and volume were refersed to rat body
weight. The mesentery was then placed in a warm (37°C) solution of
Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.4, for adipocyte isolation or
in cold (4°C) oxygenated (95% Q5% CO,) physiological salt
olution (P8S) for functional studies.

Isolation of Adipocytes

Adipocytes were prepared from mesenteric white adipose tissue
according to the method of Rodbell with minor modifications.®
Briefly, mesenteric adipose tisste was cut into small pieces and
digested with collagenase A (1 mg/mL) in Krebs-Ringer bicarbonate
buffer, pH 7.4, containing 4% (wt/vol) BSA (fatty acid free, fraction
Vi and 5.5 munol/L glucose (KRB buffer) at 37°C in a 0/CO, (19:1)
atmosphere with a continuous vigorous shaking (60 cycles/min).
Subsequently, Tat cells were dispersed und filtered through a silk
sereen, washed 3 times with KRB buffer to eliminate collagenase,
and were resuspended in the same buffer. The size of the fat cell was
measured by direct microscopic determiaation, and the mean adipo-

cyte diameter was calculated from measuremeats of 100 cells per.

animal. Because adipocytes have 95% lipid content and are spherical

in shape, their volume and weight can be estimated from their .

diameter.? Total cell lipid contens was determined gravimetrically

after organic extraction,'® and the: number of fat cells was calculated .

by dividing the total lipid weight by the mean cell weight.

Leptin Determination-and Plasma Analysis

For leptin determination and: plasma analysis, please see the online i

supplement, available at hitp:/atvb.ahajournats.org.

Vascular Reactw:ty in the MB -.

‘The mesenteric vascular bed was perfused as dcscnbed prcv1ous]y 1z

Brietly, the superior mesenteric artery was cannulated at its junction
with the abdominal aorta, put on a platinum grid in an organ
chamber, and perfused using a peristaltic pump (Ismatec) at constant
flow (2 mLAmin) with oxygenaied (95% O.-3% CO,) PSS of the
following composition: 115 mmol/L NaCl, 4.6 mmal/l. KCi,
2.5 mmol/l. CaCl,, 25 mmeol/L. NaHCQ,, 1.2 mmol/L KH.PO,
1.2 mmol/l. MgS8Q,, 0.0t mmol/L EDTA, 11 mmol/L glucose,
5% 107 mol/L indomethacin, and 33X 10~ mol/L. dexamethasone 1o
avoid induction of inducible NO synthase. Perfusion pressure was
determined continuously by a pressure transducer (Grass) and
recorded on u polygraph {Grass) for the rest of the experiment. A
bubble trap system removed any air bubbles in the perfusate.
Because flow was maintained at a consiant rate, changes in perfusion
pressure were ased as an index of changes artery resistance, and an
increase or decrease in the perfusion pressure indicated either
vasoconsiriction or vasodilatation, fespectively. After an equilibra-
tion pesiod of 60 minutes and before starting the experiment, the
vascular MB was contracted with 75 mmol/L KC! to assess contrac-
tility. Subsequently, the MB was contracted with noradrenaline
(107" wmol/L), and acetylcholine (107" to 10~° mmol/L) was added
to functionady confirm the presence of the endothelium. In controf
experiments, conractility to 75 mmol/L of KCl increased with
perfusion pressure but reached a plateau at =2 mL/min, Atany given
How rate, contractility was similar in WKY and SHR.

U46619, were.

TABLE 1. Blood Pressure, Body Weight, and Adipose Tissue
Characteristics in 3-Month-0ld Male WKY and SHR
{30+ 7 days}

WKY SHR
Systolic blood pressure, mm Hg 131x4 1798
Diastolic blood pressure, mm Hg 956 1366
Rat body weight, g 54 320+9
Mesenteric weight, mg/g 12x0.4 10::0.4*
Mesenteric velume, Lg 12+041 11=03"
Mesenteric density, g/L 0.97:x0.1 0.86=0.03
Lumbar adipose tissug, mg/g 8203 504"

Data are expressed as mean=SEM of 12 determinations per strain.
*P< (.05 between groups.

Vascular Reactivity in Mesenteric Arteries

Superior mesenteric artery or their first-order branches were cut in
2-mm segments, Periadventitial fat and connective tissue was either
left intact, (+) fat rings, or removed, (—) fat rings with scissors.?
Rings were mounted in PSS buffer at 37°C in a smail vessel
myograph (Danish Myotechnology) at standard pretension of 1.12
mN/mm (1.98 mN/1.76 mm; 3) or at a higher tcnsion equivalent te
that genemted at 0.9% the diameter of the vessél at 100 mm Hg (ie,
=2 mN/mm in WKY and'1.7 mN/mm in:SHR)3 Segments were
threaded onto 2 stainless wires and suspended: d1E5-mL microvasculas
myograph baths (Danish Myotechnology) according to Mulvany and
Halpern.!® The arteries were equilibrated for 60 minutes, and then
they were exposed to isomolar 60 mmol/L. KCl-containing solution
(KPSS) to ensure their viability and contractility. KPSS was similar
te: PSS except that NaCl was exchanged with equimolar KCI, After

“PSS washing, the vessels were subjected to the following protocols.

In the first series of experiments, a cumulative concentration-efect
curve to serotonin {107* to 7X 107 mol/L) was generated for each
vessel. In theisécond series of experiments, the effect of serotonin
was investigated-ifi rings pretreated with the K* channel blocker
4-aminopyridine (4-AP). The effects were compared with contrac-
tions to 2, umol/L: serotonin 10 minutes before addition of 4-AP. In

- addition, cumilativé concentration—effect curves to leptin, the K*

channel ‘opétier cromakalim, and the thromboxane receptor agonist

ssel, In all experiments, a
ual was simultaneously
wias'gxpressed as a perceniage
of the steady-state tensmn (1{)0%) obmmed with isotonic external
KCF (60 mmoIfL) :

Statistical Analysis

All values are given as mean+SEM. Student 1 tests or ANOVA were
used as appropriate, A value of P<0.05 was considered statistically
significant; n represents the number of data.

Results

Mesenteric Fat Depot Characteristics

As shown in Table 1, SHR had higher systolic and diastolic
blood pressures compared with WKY. MB wet weight and
volume were significantly lower in SHR than in WKY,
without differences in body weight or MB density. The
lumbar fat pad weight was also significantly lower in SHR,
indicating that changes in adipose tissue were not specific for
mesenteric fat. The mean diameter of freshly isolated adipo-
cytes {supplemental Figure Ia and Ib, available online at '
http://atvb.ahajournals.org) was significantly greater in WKY -
(36.9+3 um) compared with SHR (26.9x4.3 pm), whereas . '
the cell number was not different between strains
{(WKY =80+39 million cells/g tissue; SHR=107%31 million
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TABLE 2. Metabolic and Hormonal Parameters of WKY and
SHR Rats

WKY SHR

Piasma triglycerides, mg/dL 1451%12 G4 5%
Fiasma giycerol, pmol/L 26417 203::19*
Plasma NEFA, pemoliL 621.7x912  309.2x27.2*
Plasma total chotesterol, mg/dl. 65.3:+3.1 53048
Piasma insulin, g/l 26+03 1.6=0.4"
Plasma glucose, mg/cL 136447 130+5.8
Plasma leptin, ag/mL 11.5%2.2 7610
Mesenteric leptin, pg/mg protein 32448 gox12*

[Data are expressed as mean==SEM of 6 determinations per strain, *P<0.05;
“P<0.00% between groups.
MEFA indicates nonesterified free-fatly acids.

cells/g tissue). Because the population of mature adipocytes
includes cells of variable size,)® we also analyzed the size
distribution, which was shifted to the left in SHR, confirming
that adipocyles were smaller in this strain (supplemental
Figure Ic and 1d). Furthermore, mesenteric total lipid content
was significantly lower in SHR (43£8 g lipid/100 g tissue)
than in WKY (698 g lipid/100 g tissue; P<C0.03), indicating
a reduced amount of SHR visceral fat.

Biochemical Analysis
Table 2 summarizes the metabolic and hormonal parametc:rs :

No glucose differences were observed between strdins. How-
ever, the insulin concentration was significantly lower in-
SHR compared with WKY. SHR had lower circulat-ingj
wriglyceride, glycerol, nonesterified free-fattyacid, and ‘cho-:
lesterol concentrations than WKY, Moreover, both plasma .
and mesenteric leptin levels were ﬁgmﬁcamly reduced in:
SHR and were correfated with the quantity of mesenteric fat -+ -

(P<0.05).

o

Perivascular Fat and Vascular Tone in Hypertension 3

Vascular Reactivity in the Perfused MB

We used whole perfused MB to assess whether or not differ-
ences in perivascular fat between WKY and SHR influence
vascular function. Basal perfusion pressure at 2 mL/min was
similar between strains (WKY=69%0.6 mm Hg;
SHR=7.1*+0.6 mm Hg). Because mesenteric fat controls arte-
rial function through ADRF by K. channel activation? we
analyzed the effect of the blocker 4-AP. The increase in
perfusion pressure induced by 2 mmol/L 4-AP was greater in
WKY than SHR (Figure la). A significant correlation was
observed between the amount of mesenteric fat and the contrac-
tion elicited by 4-AP (2 mmol/L; Figure 1b). KCI (75 mmol/L)
induced a similar increase in perfusion pressure between straing
(Figure Ic).

Although functional effects of mesenteric perivascular fat
in normotensive rats were reported to be not dependent on
NG.* we analyzed the effect of basal NO production on
vascular tone by perfusion with the nonspecific NO synthase
inhibitor N%-nitro-L-arginine methyl ester. N-nitro-L-
arginine methyl (0.1 mmol/L) induced an increase in perfu-
sion pressure that was not different between strains
(WKY=1.620.3 mm Hg; SHR=2+0.5 mm Hg.). In addi-
tion, acetylcholine produced a similar decrease in MB perfu-
sion pressure in WKY and SHR ‘(results not shown), indicat-
ing no differences in endothelium-dependent relaxation.

Vascular Reactivity in Mesenteric Arteries

“‘Contattile résponses were analyzed in isolated mesenteric
“artery tings with’(-+) fat and without (—) fat (supplemental

Figure II). We fiist used standard vessel wall pretensions of
1,12 'mN/min, which give maximal force development in

" mesenteric rings of normotensive rats. At this pretension, the

response to 60 mmol/L KCl was similar in rings from both

. ¢ strains, independent of fat (supplemental Figure Hla). To
~analyze the ADRF contribution to mesenteric tone, rings were

incubated_w_ith' 4-AP. The contractile effect of 4-AP

| ]

b B2 =078
P<0,05

Figure 1. a, Response to 2 mmoV/L 4-AP
in the perfused MB from WKY and SHR.
b, Corrslation between contraction to
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4-AP in perfused MB from WKY and
SHR and perivascular fat. ¢, Response
to KC1 75 mmol/L in perfused MB from
WKY and SHR. Contraction is expressed
as increase in perfusion pressure

in mm Hg. Data are shown as
mean=SEM of 6 to 10 determinations
per strain. *P<0.05 between groups.
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a WKY
6: 25
X 2007 @ () fat
e 1504 O {+) fat
$ 10
% B0 Figure 2. a and b, Cumulative concen-
&
. {ration-response curves to (1078 to
0 7x107% M) serotonin (5-HT) in intact (+)
. . Y ; fat mesenteric arteries (O} and (—} fat
i y mesenteric arteries without periadventi-
108 107 105 108 107 108 tial fat {@) of WKY (&) and SHR (b; n=4
{5-HT] (M) [6-HT] (M) each). ¢ and d, Cumulative concentra-
tion-response curves to {107% to 7x107°
d M) 5-HT in Intact {+) fat mesenteric
¢ WKY, 4-AP 2 mM SHR, 4-AP 2 mM arteries (O) and (—) fat mesenteric arter-
= 08 = on ies without periadventitial fat () of WKY
O (g) (€) and SHR (d) in the presence of
% 200] @ () fat o 20 & () fat 2 mmol/l. 4-AP {n=4 each). Rings were
& 15 O (+) fat s O (.;.% fat mounted at resting tension of 1.12
< £ 15 mN/mm. "Significant with P<0.05.
5 §
}9_) 50 = 50

108
[5-HT] {M)

167

(2 mmol/L} was similar. in (—) fat rings of both WKY and
SHR rats (supplemental Figure IIb). In ‘contrast, 4-AP
(2 mmol/L) significantly increased resting tension only in (+) .
fat rings irom WKY rats (supplemental Figure IIIb). More-

QVer, COHCE]’]H’H[IOH-—F&SPOHSC curves to serotonin were per— -

formed in absence and presence of 4-AP. The foice generated _

by serotonin alone was less in (+) fat compared with (—).fat © .
rings in both WKY ‘and SHR. (Figure . 2a .and i2b). This

difference disappeared after prelncubatlon with 4-AP
(2 mmol/L; Figure 2¢ and-2d}.- :

We next performcd isotnetric contract:on experlments at '1--3:

vessel pretension equivalent to that generated at 0.9X the
diameter of the vessel at 100 mm Hg (in the range of 2
mN/mm in WKY and 1.7 mN/mm in SHR). In mesenteric
rings from WKY, the response to 60 mmol/L. KCl was similar
to the KCI response at a .12 mN/mm vesscl pretension,
However, in mesenteric rings from SHR, contraction to
60 mmol/L KCt was =~3-fold stronger compared with that

10
[5-HT] (M)

induced at 1.12 ' mN/mm pretensions. In both strains, contrac-
‘tions to KCl.af:this pretension were independent of the fat
presence. Under these conditions, serotonin induced lower
contractions in- (+) fat rings compared with (—) fat rings from
WKY but not from SHR (Figure 3a and 3b).
We next analyzed a possible difference in the arterial
smooth muscle. response to a putative hyperpolarizing factor
'-__released from adipose tissue. For this purpose, we used the
'synthenc K+ channel opener cromakalim. Cromakalim pro-
c sdependent: relaxationszofaf—) fat mesenteric
anenal:-rmg‘s:of oth WY ‘and:SHR rats. The EC,, values
were not different between the 2 groups (WKY =44.6x11.7
nmol/L; SHR=41.3%11. 3nmol/L; n=13), indicating that the
WKY and SHR arterial smooth muscle sensitivity to mem-
brane hyperpolarization was similar, This observation was
confirmed using a vasoconstrictor that acts independently on
smooth muscle potential changes in mesenteric artery rings,
such as U46619.3 U46619 induced contractions in rings of

a WKY, 100 mmHg b SHR, 100 mmHg
i 50_’ . Figure 3. Cumulative concentration—re-
= (-) fat = 150 - (-} fat sponse curves to {1078 to 2x107% M) se-
cg) O (+) fat (52 O (+) fat rotonin (5-HT} in intact (+) fat mesenteric
.o 1004 2 1007 arteries (C) and (—) fat mesenteric arter-
e = ies without periadventitial fat (@) of WKY
.E 504 '5 501 {a) and SHR (b; n=4 each). Rings were
9 a mounted at a tension equivalent to that
f.’ '93 generated at 0.9X the diameter of the
0~ (the vessel at 100 mm Hg. *Significant with

. : P<0.05.
157
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WKY and SHR rats, independent of perivascular fat (supple-
mental Figure [V).

We also analyzed the vasodilatory response to leptin in {-+)
fat and (—) fat WKY and SHR mesenteric arterial rings.
Leptin produced dose-dependent relaxations in rings of both
strains, irrespective of periadventitial fat (supplemental Fig-
ure V). However, the sensitivity to leptin was higher in
mesenteric arteries from SHR (EC4: [—] fat=2.7%1.0
pmol/L; [+] fat=29x1.1 pmol/L} compared with WKY
{ECs: (=] far=11.7%=5.8 pmol/L; [+] fat=11.2%43
pmol/L).

Discussion

The main finding in our study is that alterations in visceral
perivascular fat mass and function may contribute to the
increased vascular resistance in a hypertensive model. We
found that SHR have less mesenteric perivascular adipose
tissue with smaller adipocytes and a lower total lipid and
leptin content compared with WKY. The lower amount of
adipose tissue facilitates contraction in mesenteric arteries,
likely attributable to a diminished paracrine regulation of
perivascular fat on mesenteric artertal tone via K, channels.

White adipose tissue is an endocrine organ that produces
and releases numerous factors with a broad biological activ-
ity, including vasoactive factors such as ADRFZ-* and lep-
tin,18 The mesenteric vascular bed, which significantly con-
tributes to total peripheral vascular resistance, is surroundad

by a considerable and. variable amount of fat. Because fat" -~
inhibits vascular tone of small” mesenteric arteries via K, =
channels,® and because abdominal visceral fat mass is directly
correlated with the prevalence of hypertension,!” we chose | -,
the MB as experimental model to charactérize the contribu- 5. ..
tion of periadventitial fat to vascular reststance n::._ :

hypertension.

The MB from SHR had a lower’ welght and volume

compared with WKY. This difference was attnbut'\ble to a
reduced perivascular fat mass from smaller adlpocyt siwi
lower total lipid contént but without changes inf cell ntmber.
One possible explanation might be increased sympathetic
outflow i SHR,181¢ eading to an enhanced lipolysis.??!-In
rat adipocytes, catecholamines control lipid mobilization and
lipolysis via B;-adrenoceptors that activate adenylate cyclase,
cAMP-dependent protein kinase, and hormone sensitive
lipase. This signaling results in the hydrolysis of triacylglyc-
erols and decreased adipocyte cell size.22 This mechanism is
ol special importance for the mesenteric adipose tissue
hecause of its dense sympathetic innervation.®® Moreover,
catechotamine-stimulated lipolysis is more effectively inhib-
ited by insulin in adipocytes from the mesentery and omen-
wm than in other depots.2* Thus, the diminished plasma
insulin levels in the SHR also favors catecholamine-
stimulated lipolysis in mesenteric and lumbar fat depots in
this strain.

We next tested the hypothesis that the mesenteric perivas-
cular adipose tissue contributes to the maintenance of vascu-
lar tone in SHR. Because this fat controls arterial function by
K, channel activation in normotensive rats,® we analyzed the
effect of 4-AP, a K, channel inhibitor, on the isolated MB
perfusion pressure and on isolated mesenteric artery tone,

Perivascular Fat and Vascular Tone in ijpgr__ten‘Sion'

with (+) fat and without (=) périvas'ciﬁér'fat' The: fact:that’
4-AP induced (1) an increase in MB perfusmn pressure, 2ya
basal contractile effect, and (3) increased serolomn-mduced_;
contractions in isolated mesenteric rings: provndes ev'ldence-'
for an anticontractile effect of perivascular fat through. 4:APE
sensitive K, channels in both WKY: and SHR The: antlcon_
tractile effect of perivascular fat correlated with the amoun £
mesenteric fat as shown previously3 but was greater i in WKY.
Moreover, in mesenteric rings with the:'same, arnount of
perivascular fat, 4-AP also induced higher contractlons m.'_- )
WKY. These findings suggest that both the morphological =
and functional changes in SHR mesenteric perivascular fat =
might contribute to the increased basal mesenteric arterial
tone and vascular resistance via K, channels. In fact, the
reported differences in the response to 4-AP between strains
can be specifically attributed to an anticontractile effect of
perivascular fat for the following reasons: (1) they were not
dependent on a differential VSMC sensitivity to membrane
hyperpolarization; (2) they were not related to unspecific
mechanical effects caused by differences in the mesenteric fat
mass; and (3} they cannot be attributed to differences in
endothelial-dependent dilatation or in contractile capacity of
the vessels because of blood pressure. An mterestmcr finding
that requires further characterization is that the anticontractile
effect of perivascular fat in SHR seems to be dependent on
the wall pretension and is more evident at wall pretensions

eguivatent to 0.9 the diameter of the vessel, which are
“closet to the wall tension “in vivo™ for each strain.

Because mesenteric leptin was lower in SHR correlating
with the lower amount of fat in this strain and because leptin

elicits vasodilation through hyperpolarization in mesenteric

arteriesS the' possnb:hty exists that a lower leptin level might
con_t_nbute to the mcreased contracnle responses in SHR The

'-'-‘mvestlgate the mvokvement of leptin. Haynes et al have
4 i reases hcrmoge lC sympathet:c nerve

We did not explore nerve traffic in our experiments,

'--_:However ‘because the. vasodilatory effects of leptin did not

the presence: of periadventitial adipose tissue, we

':'suggest that the lower penvascular leptin levels might be

responsible for the diminished anticontractile effects of
perivascular fat and that they may play a role in vascular
dysfunction in SHR. On the other hand, the increased
sensitivity of SHR rings to leptin suggests a compensatory
mechanism in this strain that precludes judgments as to the
net effect.

SHR are not only a hypertensive model but aiso model the
insulin-resistance syndrome with hypertriglyceridemia and
glucose intolerance, 26 Nevertheless, our SHR strain had lower
lipid concentrations than WKY. We performed the plasma
extraction in the morning, and the values represent postpran-
dial concentrations because we did not fast the animals. We
avoided 24-hour fasting because fasting stimulates lipid
mobilization and lipolysis. Both processes reduce mesenteric
perivascular adipose tissue. Therefore, our results suggest
that the SHR vascular dysfunction was independent of car-
bohydrate and lipoprotein metabolism perturbations, Further-
more, the functional abnormalities of abdominal fat associ-
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ated with lower perivascular fat content might play a role in
the development or maintenance of high blood pressure in
this sirain. Whether or not similar results can be observed in
other hypertensive strains or species remains to be
determined.

In conclusion, we demonstrated that functional abnormal-
ities in the visceral mesenteric Fat of SHR are associated with
lower amount of perivascular adipose tissue, smaller adipo-
cytes, and lower lipid content. The findings seem contradic-
tory in terms of obesity-related hypertension.?” Whether or
1ot obese models or overweight patients are resistant to the
vascular anticontractile effect of adipose tissue—derived fac-
tors should be explored. A possible shift in the balance
between adipose tissue—derived vasodilator and vasoconstric-
lor factors in obesity warrants investigation, particularly
hecause ADRF appears to be absent in a model of obesity.?®

Acknowledgments
This work was supported by Ministerio de Ciencia y Tecnologia
(SAF2005-05180; BFI 2001-0638; BFI 2003-03455, PM99/011),
Comunidad Auténoma de Madrid (GR/SAL/0558/2004), and Deus-
sche Forschungsgemeinschaft Go766/8-1. Beatriz Gélvez is a fellow
from Universidad Complutense de Madrid

References
_ Saltis EE, Cassis LA, Influence of perivascular adipose lissue on rat
aortic smooth muscle responsiveness. Clin Exp Hypertens. 1991;275:
681-692.
_ Lohn M, Dubrovska G, Lauterbach B, Luft FC, Gollasch M, Sharma AM.

j

Periadventitia} fas releases a vascular relaxing. factor. FASEB J. 2002;16::

1057-1063.

1. Verlohren S, Dubrovska G, Tsang §-Y, Essine K, Luft FC, Huang Y,
Golluseh M. Visceral periadventitial adipose tissue regulates arterial tone
of mesenteric arteries. Hyperfension. 2004:44:271-276.. .

4. Dubravskn G, Verlohren S, Luft FC; Goliasch M. Mechanisms of ADRF
celease from rat aortic adventitial adipose tissue. Am J Physiol. 2004;286:
HUIG7-H1113. : ‘

v

after Ieptin administration. Diabetes. 1999:48:903-908. - .

Lembo G. Vecehione €, Featta L. Marine G, Trimarco V. d"Amatl G.
Trimurco B. Leptin induces. direct. vasodilatation hrough distinet ¢ndo-
thelial meshanisms, ‘Diaberds. 2000:49:293-29 L e

0.

7. Torwdo A, Rodriguez A, Gomez-Ambrosi 1, Muiiz P, Salvador 1, Diez
). Frihbeck G. Leptin inhibils angiotensin Il-indueed intracellular
calcium increase and vasoconstriction in rat aorta, Endocrinology. 2002;
143:3555-3560. o : )

3. Rodbell M. Metabolism of isolated fat cells, k. Effects of hormones on
ghucose metabolism and lipotysis. J Biol Chem. 1964;23%:375-380.

. Frihbeck G. Pivotal role of nitric oxide in the contro] of blood pressure

16.
17.

23

24,

2.

28,

. Hirsh 1, Gallian E. Methods for determination of adipose cell size and cell

qumber in man and animals.’ J Lipid Res. 1968;9:110-1 15.

. Dole VP, Meinertz H. Microdetermination of Tong chain fatty acids in

plasma and tissues. J Biol Chen. 1960;235:2595-2599.

. Barham D, Trinder P. An improved colour reagent for the determination

of blood glucose by the oxidase system. Analyst. 1972;97:142-145,

. McGregor DD. The effect of sympathetic nerve stimulaticn on vasocon-

strictor responses in perfused mesenteric biood vessels of the rat
J Physiol. 1968:177:21-30.

. Garland JG, McPherson GA. Evidence (hat nitric oxide does not mediate

the hyperpolarization and relaxation to acetylcholine in the rat small
meseateric artery. Br J Pharmacol. $992:105:429-- 435,

. Mulvany MJ, Halpern W, Contractile properties of small arterial

resistance vessels in spontaneously hypertensive and normolensive rats,
Cire Res. 1977:41:19-26.

_ DiGirotamo M, Mendlinger S, Fertig JW. A simple methed to determine

far celt size and number in four mammalien species. Am J Physiel.
1971;221:850-858,

Ahima RS, Flier 1S, Leptin. Annu Rev Physiol. 2000;62:413-437.

Faria AN, Ribeiro Fitho FF, Gouveia Ferreira SR, Zanella MT. Impact of
visceral fat on blood pressure and insulin sensitivity in hyperntensive obese
women. Obes Res. 2002;10:1203-1206,

 Frohtich ED, Pfeffer MA. Adrenergic mechanisms in homan hyper-

tension and in spontaneously hyperiensive rats, Clin Sci Mol Med. 1975;
2:2255-238s.

. Cabassi A, Vinci 8, Cantoni AM, Quartieri F. Moschini 1., Cavazzini S,

Cavatorta A, Borgheiti A, Sympathetic activation in adipose tissue and
skeletat muscle of hypertensive vats; Hypertefisior 2002;36:656-661.

. Youngstrom TG, Bariness TIU. White adiposs’ tissue sympathetic

nervous system denervation increases fat pad Thass and fat celt aumber.
Am J Physiol. 1998:275:R1488-R1493.

. Hausman DB, DiGirolamo M, Bartness TJ. Hausman GJ, Martin RJ. The

bialogy of white adipocyte proliferation. Obes Rev. 2002;2:239-254.

. Lufontan M. Berlan M. Fat cell adrenergic receplors and the control of

white #ind:brown cell function, J Lipid Res. 1993;34:1057-1091.
Youngstrom TG, Barmess TJ. Chatecholaminergic inervation of white
adipose tissue in the Siberian hamster. Am J . Physiol. 19935:268:
R744-R751.,

Pond: CM, ‘Mattatks CA. The effects of noradrenaling and insulin on
lipolysis in adipocytes isolated from nine different adipose depots of
guinea-pigs. fnt J Obes. 1991;15:609-618.

. Haynés WG, Morgan DA, Walsh $A, Mark AL, Sivitz Wi, Receptor-

mediated regional sympatheric nerve activation by leptin. J Ciin Invest.
1997:100:270-278.

biood pressure, plasma
50 lyceris fin action in spontaneous
hyperénsive and Wistar- : “Hypertens. 1991:4:34-38.
Fernandez-Alfonso MS, Regulation of vasculas tone: the fat connection.
Hyperterision, 2004;44:255-256. & Ly

Gao YJ, Holtoway AC,.Zeng ZH, Lim GE, Peuik 1. Foster WG, Lee
RM. Prenata) cxposuse to nicotine causes postnatal obesity and altesed
perivascular adipose tissue function. Obes Res. 2005;13:687-692.




	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN GENERAL
	I. HIPERTENSIÓN ARTERIAL
	II. PATOGENIA DE LA HIPERTENSIÓN ARTERIAL ESENCIAL
	III. SISTEMA CARDIOVASCULAR E HIPERTENSIÓN ARTERIAL
	IV. FACTORES VASODILATADORES DERIVADOS DE ENDOTELIO: NO YEDHF
	V. CANALES DE POTASIO EN EL MÚSCULO LISO VASCULAR
	VI. HIPERTENSIÓN ARTERIAL Y TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

	OBJETIVOS GENERALES
	CAPÍTULO I Caracterización del tejido adiposo perivascular y del papel del ADRF en la función vascular de WKY y SHR
	INTRODUCCIÓN
	OBJETIVOS CONCRETOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	1. Caracterización de los animales de experimentación
	2. Papel del tejido adiposo perivascular en la regulación del tono vascularmesentérico
	3. Composición de las diferentes soluciones utilizadas
	4. Análisis estadístico

	RESULTADOS
	1. Caracterización de las ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad
	2. Reactividad vascular general del lecho mesentérico de ratas WKY y SHR de 12semanas de edad
	3. Estudio del efecto anti-contráctil de la grasa perivascular mesentérica de WKYy SHR de 12 semanas de edad
	4. Caracterización de las ratas WKY y SHR de 4 semanas de edad
	5. Reactividad vascular general del lecho mesentérico de ratas WKY y SHR de 4semanas de edad
	6. Estudio del efecto anti-contráctil de la grasa perivascular mesentérica de WKYy SHR de 4 semanas de edad

	DISCUSIÓN

	CAPÍTULO II Cuantificación de los niveles de leptina del tejido adiposoperivascular y caracterización de su efecto vascular
	INTRODUCCIÓN
	I. LEPTINA

	OBJETIVOS CONCRETOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	1. Cuantificación de la leptina plasmática y del tejido adiposo perivascular(periaortico y mesentérico) en ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad
	2. Papel de la leptina en la reactividad vascular de la aorta y de la arteriamesentérica de estos animales
	3. Caracterización y cuantificación de los receptores de leptina de la aorta y dellecho vascular mesentérico de estos animales mediante western blot
	4. Cuantificación de la expresión génica de leptina en el tejido adiposo periaórtico,meséntérico y lumbar por RT- (Taqman) PCR
	5. Composición de las diferentes soluciones utilizadas
	6. Análisis estadístico

	RESULTADOS
	1. Niveles plasmáticos de leptina en WKY y SHR de 12 semanas de edad
	2. Niveles de leptina en el tejido adiposo periaórtico y tejido adiposo mesentéricode WKY y SHR
	3. Estudio de las diferencias regionales en la expresión génica de leptina dentro deuna misma cepa.
	4. Efecto de la leptina exógena sobre la función vascular de la aorta y de la arteriamesentérica de WKY y SHR
	5. Cuantificación de los receptores de leptina: Ob-Rb y Ob-Ra mediante westernblot en homogenizados de aorta de WKY y SHR de 12 semanas de edad

	DISCUSIÓN

	CAPÍTULO III Caracterización del sistema renina-angiotensina deltejido adiposo perivascular
	INTRODUCCIÓN
	I. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA)
	II. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA “LOCAL” Ó “TISULAR”

	OBJETIVOS CONCRETOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	1. Muestras empleadas
	2. Procedimiento para la RT-(Taqman) PCR
	3. Isoformas del receptor AT1a, en el TAP, TAM y TAL de WKY y SHR de 12semanas de edad
	4. Determinación de los niveles de angiotensina I y angiotensina II en el TAP, TAMY TAL de ratas WKY y SHR de 12 semanas de edad por HPLC
	5. Análisis estadístico

	RESULTADOS
	1. Isoformas del receptor AT1a, en el TAP, TAM y TAL de WKY y SHR de 12semanas de edad
	2. Estudio de las diferencias regionales en la expresión génica de los distintoscomponentes del sistema renina-angiotensina dentro de una misma cepa
	3. Comparación del patrón de expresión génica del sistema renina-angiotensina deltejido adiposo entre WKY y SHR de 12 semanas de edad
	4. Niveles de angiotensina I y angiotensina II en el TAP, TAM Y TAL de ratasWKY y SHR de 12 semanas de edad


	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	PUBLICACIONES



