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CAPITULO II. Participacion del peroxinitrito en la relajacion de la

arteria cerebral media tras la isquemia cerebral focal
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1. IMPACTO DE LA I/R Y LA EXPOSICION A ONOO ~ SOBRE LA

NITROSILACION ENDOTELIAL

Tras episodios de I/R (Coucha y cols., 2013), asi como después de la
administracion exdégena de ONOO™ (Mannen y Cipolla, 2007), se ha observado
aumentos en la nitrosilacion de la actina filamentosa (F-actina) muscular en
arterias cerebrales. En el presente estudio, células endoteliales obtenidas de
microvasos humanos (HMVEC) expuestas toda la noche a hipoxia seguida de
24 h de reoxigenacion (H/R) mostraron un aumento (P < 0.001) tanto en la
expresion inmunofluorescente (Figura 45) como en los niveles de expresion
proteica (Figura 46) de nitrotirosina, estos ultimos comparables a los niveles
obtenidos de HMVEC expuestas a ONOO" (Figura 46). En ACM se encontr6
una débil sefal fluorescente a nitrotirosina en las ratas no operadas (control,
Figura 47); en cambio, tanto la I/R como la incubacion exdgena con ONOO™ en
arterias control indujeron nitrosilacion proteica en las tres tunicas arteriales,

como puede observarse por el aumento de fluorescencia.

177



Capitulo Il. Resultados

CONTROL H/R

*%k%

I

(unidades arbitrarias)

o
(&)
C
()
(]
7]
()
P —
o
>

=
]

£
(72}
o
-
=
(@]
-
=
=z

conltrol HR

Figura 45. Imagenes representativas y cuantificacion de la sefal fluorescente de
nitrotirosina (verde) en células HMVEC control y expuestas a H/R. F-actina y nucleos
tefiidos en rojo y en azul, respectivamente. Las flechas sefialan zonas de alta

fluorescencia a nitrotirosina. Los resultados estan expresados como media + e.s.m de

6 experimentos independientes; *»*p < 0.001 mediante t de Student.
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Figura 46. Blot representativo y andlisis densitométrico de los niveles de expresion
proteica de nitrotirosina en células HMVEC control, expuestas a H/R o incubadas con
ONOOQO'. También se muestra la expresion de GAPDH total como control de carga. Los
resultados estan expresados como media + e.s.m de 6 experimentos independientes;
***P < 0.001 mediante ANOVA de una via seguida del test de Tukey.
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CONTROL
+ ONOO

sham I/R

Figura 47. Imagenes representativas de la sefial fluorescente a nitrotirosina (rojo) en
secciones transversales de ACM de ratas sham, isquémicas y control, estas Ultimas
arterias incubadas con ONOO'". CE: células endoteliales; LEI: lamina elastica interna
(autofluorescencia en verde); nucleos tefiidos en azul. n = 3 por grupo. Dimensiones

de laimagen 238 x 238 um.

2. INFLUENCIA DE LA I/R SOBRE LA RELAJACION DE LA ACM

El analogo estable del tromboxano A, U46619 (30 nM-1 uM) contrajo de
forma concentracion-dependiente la ACM sin que dicha respuesta fuese
alterada por la I/R (Figura 48A). El agonista de los receptores PAR2 SLIGRL
(20 pM) indujo una relajacion, dependiente de endotelio, en arterias
precontraidas con U46619 (30-100 nM; 60-80% de la contraccion con KCI) que

disminuyo (P < 0.001) en la ACM ipsilateral de ratas isquémicas (Figura 48B).
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Para analizar la influencia de la I/R sobre la relajacion mediada Unicamente por
la hiperpolarizacion derivada del endotelio (EDH), se estudio la vasodilatacion
inducida por SLIGRL en arterias precontraidas con U46619, inhibiendo la via
de la NOS y la de la COX. Para ello, se preincubaron las arterias con L-NAME
(300 uM), inhibidor no selectivo de la NOS, e indometacina (10 pM), inhibidor
inespecifico de la COX. En estas condiciones, la relajacion por EDH inducida
por SLIGRL fue mayor (P < 0.001) en ACM ipsilateral de ratas isquémicas que
en arterias del grupo sham (Figura 48C y 51A), mientras que en la ACM
contralateral sb6lo se observd una ligera tendencia a incrementar dicha
respuesta vasodilatadora. Por este motivo, a partir de este punto del estudio
todos los experimentos funcionales que implicaron la utilizacion de animales
isquémicos se realizaron en ACM ipsilateral. La bradiquinina (1 nM- 30 uM), en
presencia de L-NAME e indometacina, indujo una vasodilatacion
concentracion-dependiente similar en la ACM ipsilateral, precontraida con
U46619, de ratas sham y sometidas a I/R (Figura 49A). Ademas, en ACM
ipsilateral precontraida con endotelina-1 (10 mM), la relajacién por EDH
inducida por SLIGRL también fue similar en ambos grupos (Figura 49B). Estos
resultados sugieren que el incremento de las respuestas de EDH observado
tras la I/R se manifiesta Unicamente cuando la ACM ipsilateral se precontrae

con U46619 y se relaja con SLIGRL.
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Figura 48. Influencia de la I/R en ACM de ratas sham e isquémicas sobre las
respuestas contractiles concentracién-dependientes a U46619 (A) y vasodilatadoras a
SLIGRL en arterias precontraidas con U46619 (B y C), en ausencia (Ay B) y en
presencia (C) de L-NAME e indometacina. IPS: arteria ipsilateral; CTL: arteria
contralateral. Los resultados estan expresados como media + e.s.m de ACM sham (n =
19-24) e I/IR (IPS: n = 10-15; CTL: n = 9-12); *+*p <0.001 vs. sham mediante ANOVA

de dos vias seguido del test de Tukey.
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Figura 49. Influencia de la I/R sobre la relajacion de la ACM ipsilateral de ratas sham e
isquémicas, inducida por bradiquinina (A) y SLIGRL (B) en arterias precontraidas con
U46619 (A) y endotelina-1 (B) en presencia de L-NAME e indometacina. Los
resultados estan expresados como media + e.s.m de ACM sham (n = 6-5) e I/R (n = 5).
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3. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LOS CANALES DE K ca SOBRE LA

VASORRELAJACION MEDIADA POR EDH TRAS LA I/R

Para determinar si el aumento de la relajacion por EDH observado tras I/R
(Figura 48C) podria estar relacionado con la activacion de los canales de Kca,
se estudid la relajacion a SLIGRL, en arterias precontraidas con U46619, en
ausencia o en presencia de inhibidores de los distintos subtipos de canales Kca.
La incubacion con TRAM-34 (1 uM), inhibidor de los canales IK¢,, disminuy6 (P
< 0.05) la relajacién por EDH inducida por SLIGRL (20 uM), tanto en arterias de
animales isquémicos como sham (P < 0.05) (Figura 50 y 51B). No obstante, la
relajacion por EDH en presencia de TRAM-34 se mantuvo superior (P < 0.05)
en los animales del grupo isquémico. La incubacion adicional con apamina (100
nM), inhibidor de los canales SKc,, junto con TRAM-34 (1 pM) solo consiguio
reducir (P < 0.001) la respuesta a SLIGRL en ratas isquémicas, eliminando de
ese modo las diferencias con el grupo sham (Figura 50 y 51C). Ademas, la
apamina per se redujo significativamente (P < 0.001) la relajacion en el grupo
isquémico, sin modificarla en los animales sham (Figura 50 y 51D). La
administracion conjunta de apamina (100 nM) y caribdotoxina (100 nM), este
daltimo inhibidor de los canales IKca y BKca, suprimid completamente la

relajacion mediada por EDH.

En conjunto, estos resultados sugieren que el aumento de la relajacion por
EDH en ACM precontraida con U46619 observado tras la I/R se deberia a un

incremento en la participacién de los canales SK¢, en dicha relajacion.
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Figura 50. Influencia de la I/R sobre la relajacion a SLIGRL en ACM precontraidas con
U46619, en ausencia o en presencia de TRAM-34 y apamina. Todos los experimentos
se realizaron en presencia de L-NAME e indometacina. Los resultados estan
expresados como media + e.s.m de ACM sham (n =5-9) e I/R (n = 3-9); *P < 0.05 y
**P < 0.01 vs. sham del mismo grupo experimental, P < 0.05 y ***P < 0.001 vs. su
propio control, 4P < 0.001 vs I/R +TRAM-34 mediante ANOVA de dos vias seguido
del test de Tukey.
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Figura 51. Registros representativos de la relajacion a SLIGRL en ACM, de ratas
sham e isquémicas, precontraidas con U46619 en ausencia (A) o en presencia de
TRAM-34 (B, C,) y apamina (C, D). Todos los experimentos se realizaron en presencia
de L-NAME e indometacina. El punto indica la incorporacion de SLIGRL.
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4. EFECTO DE LA H/R SOBRE LA ACTIVACION DE LA VIA DE

SENALIZACION DE LA RHO QUINASA EN CELULAS HMVEC

Para estudiar el impacto de la H/R sobre la activacion de la via de
sefalizacion de la RhoA/Rho quinasa utilizamos células HMVEC. La expresion
de HIF-1a, proteina que se expresa en condiciones de hipoxia celular (Ratcliffe,
2013), aumentd (P < 0.001) en células expuestas a H/R en comparacién con
las sometidas a condiciones de oxigenacion normales (control), validando el
modelo de H/R en células endoteliales (Figura 52). A continuacion, analizamos
los niveles de expresion proteica de RhoA unida a GTP como medida de la
activacion de dicha proteina en células control y expuestas a H/R (Figura 53).
La incubacion con U46619 (100 nM, 15 min) incrementd los niveles de
expresion de Rho-GTP tanto en condiciones control (P < 0.05) como tras la H/R
(P < 0.001), sugiriendo una mayor activacion del sistema RhoA/Rho en
presencia de U46619. Ademas, el hecho de que los niveles de expresion de
Rho-GTP inducidos por U46619 tras la H/R fuesen superiores (P < 0.01) a los
observados en el grupo control indicaria una mayor activacion de RhoA/Rho

asociada a la H/R.
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Figura 52. Blot representativo y analisis densitométrico de la expresion proteica de
HIF-1a en células HMVEC control y expuestas a H/R. También se muestra la
expresion de GAPDH total como control de carga. Los resultados estan expresados
como media + e.s.m de 6 experimentos independientes; **p < 0.001 mediante t de

Student.
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Figura 53. Blot representativo y andlisis densitométrico de la expresion proteica de
Rho-GTP y RhoA total en células HMVEC control y expuestas a H/R, en ausencia
(NT) o en presencia de U46619. Los resultados estan expresados como media * e.s.m
de 6 experimentos independientes; *p < 0.05, P < 0.01, **P < 0.001, mediante

ANOVA de dos vias seguida del test de Tukey.
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5. INFLUENCIA DE LA I/R SOBRE LA EXPRESION VASCULAR DE LOS

CANALES SK ca

En primer lugar, se analizé la expresion proteica de los canales SKc, en
células HMVEC sometidas o no a H/R, en ausencia y en presencia de U46619
(100 nM, 15 min), obteniéndose valores similares en todos los grupos
experimentales (Figura 54). Por otro lado, cuando se analiz6 la expresion
fluorescente (Figura 55A) y los niveles de ARNm (Figura 55B) de los canales
SKca en ACM de ratas sham y sometidas a I/R, los niveles de ARNm fueron
menores (P < 0.05) tras la I/R, mientras que la sefal fluorescente a SKc,,

localizada en el endotelio y en la capa adventicia, no se modificd (Figura 55A).
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Figura 54. Blot representativo y analisis densitométrico de la expresion proteica de los
canales SK¢, en células HMVEC control y expuestas a H/R, en ausencia (NT) o en
presencia de U46619. También se muestra la expresion de GAPDH total como control
de carga. Los resultados estan expresados como media + e.s.m de 6 experimentos

independientes.
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Figura 55. A: Imagenes representativas de la sefal fluorescente de los canales SKc,
en secciones transversales de ACM de ratas sham e isquémicas y B: Analisis
comparativo de los niveles de ARNm de los canales SKc,. CA: células adventicias; CE:
células endoteliales; LEI: lamina elastica interna (autofluorescencia en verde); nlcleos
tefiidos en azul. Los niveles de ARNm se expresaron con 24! utilizando la subunidad
ribosomal 18S como control interno. Dimensiones de la imagen 238 x 238 ym. Los
resultados estan expresados como media + e.s.m. de ACM sham (n =4) e I/IR (n = 4);

*P < 0.05 vs. sham mediante t de Student.
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6. IMPACTO DE LA DESESTRUCTURACION DE LA F-ACTINA

ENDOTELIAL SOBRE LA VASORRELAJACION MEDIADA POR EDH

Partiendo de evidencias previas que demuestran que la activacion de la
Rho quinasa, tras la estimulacion de los receptores de TP, esta asociada a la
inhibicion de la funcidon de los canales SKc, endoteliales (McNeish y cols.,
2012), y que a su vez estd implicada en la reorganizacion dinamica del
citoesqueleto de actina (Gorovoy y cols., 2005; Prasain y Stevens, 2009),
evaluamos la influencia de diferentes agentes que alteran el citoesqueleto de
actina a concentraciones que preservaban la precontraccion con U46619

(resultados no mostrados).

En primer lugar, analizamos el efecto de la latrunculina B (10 nM, 100nM y 1
KM), inhibidor de la polimerizacion de los mondémeros de G-actina que impide la
formacion de F-actina (Spector y cols., 1989), sobre la relajacion mediada por
EDH (Figura 56A). Para ello, utilizamos arterias de ratas no operadas (control)
gue en estudios preliminares presentaron respuestas de EDH similares a las de
los animales sham. La presencia de latranculina B indujo una disminucion
(ANOVA de una via; P < 0.05) concentracion-dependiente de dicha respuesta

(Figura 56A).

Por otro lado, evaluamos el efecto de la citocalasina D, agente que impide la
polimerizacion de los extremos de los filamentos de actina. La concentraciéon de
farmaco utilizada en nuestro estudio (50 mM) no modific6 el tono basal
(resultados no mostrados). Sin embargo, la citocalasina D aumenté (P < 0.01)
la relajacion por EDH en arterias precontraidas con U46619 (Figura 54B).
Ademas, la presencia conjunta de TRAM-34 (1 uM) y apamina (100 nM), o de
apamina sola, pero no de TRAM-34 en solitario, redujo significativamente
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(P < 0.001) la relajaciéon a SLIGRL en presencia de citocalasina D, indicando la

recuperacion de la participacion de los canales SKc¢, en la relajacién por EDH.

Esta observacion se confirmoé al analizar la relajacion inducida por CyPPA,
activador selectivo de los canales SK¢, (100 uM; Hougaard y cols., 2007), el
cual indujo una mayor relajacion (P < 0.05) en aquellas ACM, precontraidas con

U46619, incubadas con citocalasina D (Figura 57).

En conjunto, estos resultados sugieren que uno de los mecanismos por los
cuales la estimulacion de los receptores de TP bloquearia la relajacion mediada
por EDH inducida por los canales SKca, podria ser a traves del citoesqueleto de

actina endotelial.
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Figura 56. Efecto de la latrunculina B (A) y de la citocalasina D (CitD; B) sobre la
relajacion a SLIGRL en ACM, precontraida con U46619, de ratas control. Todos los
experimentos se realizaron en presencia de L-NAME e indometacina. Los resultados
estan expresados como media + e.s.m de ACM control (n = 6-15), + latrunculina B (n =
3-10) y + CitD (n = 5-10); **P < 0.01 vs. control, **P < 0.05 vs. CitD, ***P < 0.001 vs.
CitD + TRAM-34 mediante ANOVA de una via seguido del test de Tukey.
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Figura 57. Efecto de la citocalasina D (CitD) sobre la relajacion a CyPPA en ACM,

precontraidas con U46619, de ratas control. Todos los experimentos se realizaron en

presencia de L-NAME e indometacina. A: cuantificacion; B: registros representativos;

el punto indica la incorporacién de SLIGRL. Los resultados estan expresados como

media + e.s.m de ACM control (n =6-15) y + CitD (n = 7-9); 'P < 0.05 vs. control,

mediante ANOVA de una via seguido del test de Tukey.
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7. IMPACTO DEL ONOO™ SOBRE LA VASORRELAJACION MEDIADA POR

EDH

A continuacion, se estudio el efecto del ONOO™ exdgeno sobre las
respuestas de EDH para determinar si éste podria causar alteraciones
similares a las observadas tras la I/R. En ACM de animales control
precontraida con U46619, la exposicion a ONOO™ (5 uM), pero no a ONOO
descompuesto, aumenté (P < 0.01) la relajaciébn mediada por EDH e inducida
con SLIGRL (Figura 56, A y B). La inhibicion de la oxidacién/nitrosilacion de la
ACM mediante epicatequina (1 pM), asi como la estabilizacion de los
filamentos de actina con jasplaquinolida (100 nM) no se asocié a un aumento
de la relajaciéon por EDH inducido por ONOO" (Figura 56A). Dicho aumento
disminuy6 con la adicion de TRAM-34 mas apamina (P < 0.01), o de apamina

sola (P < 0.05), pero no de TRAM-34 en solitario (Figura 58B).

Por otro lado, la exposicibon a ONOOQO’, pero no a ONOO’ descompuesto,

aumento (P < 0.01) la relajacion a CyPPA (Figura 59).

En conjunto, estos resultados sugieren que la pérdida de relajacion mediada
por los canales SKc, que se observa en condiciones control y en presencia de

U46619, podria recuperarse tras la exposicion a ONOO'".
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Figura 58. Efecto del ONOO' sobre la relajacion a SLIGRL en ACM, precontraida con
U46619, de ratas control. Todos los experimentos se realizaron en presencia de L-
NAME e indometacina. EPICAT: epicatequina; JASPK: jasplaquinolida; DC-ONOOQO';
ONOO" descompuesto. Los resultados estan expresados como media + e.s.m de ACM
control (n = 9-10), + ONOO" (n = 4-7) y + DC-ONOO" (n = 8-4); *»*P < 0.01 vs. control,
*P<0.05y " P <0.01vs. ONOO', P < 0.05 vs. ONOO +TRAM-34 mediante ANOVA

de una via seguido del test de Tukey.
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Figura 59. Efecto del ONOO™ sobre la relajacion a CyPPA en ACM, precontraida con
U46619, de ratas control. Todos los experimentos se realizaron en presencia de L-
NAME e indometacina. A: cuantificacion; B: registros representativos; DC-ONOO'’:
ONOO" descompuesto; el punto indica la incorporacion de SLIGRL. Los resultados
estan expresados como media + e.s.m de ACM control (n = 11), + ONOO (n=7)y +
DC-ONOO' (n = 3); **P < 0.01 vs. control, P <0.05 vs. ONOO™ mediante ANOVA de

una via seguido del test de Tukey.
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8. INFLUENCIA DE LA H/R SOBRE EL CONTENIDO DE F-ACTINA EN

CELULAS HMVEC

La distribucion de F-actina y G-actina en células HMVEC se muestra en la
Figura 60. Tanto en ausencia como en presencia de U46619 (100 nM, 15 min),
la F-actina de las células control formé fibras claramente distinguibles; en
cambio, la fluorescencia de G-actina se distribuyd de forma difusa en el
citoplasma, siendo particularmente intensa en la region perinuclear. Sin
embargo, tras la H/R tuvo lugar una disminucién de la fluorescencia a F-actina
y las fibras fueron mas dificiles de distinguir, mientras que la fluorescencia y
distribucion de G-actina no se vio aparentemente alterada. Cuando las células,
tanto control como sometidas a H/R, se incubaron con U46619 no se
observaron diferencias apreciables en la fluorescencia de F- y G-actina. En la
Figura 61 se muestra la cantidad de F- y G-actina determinada mediante
western blot utilizando ultracentrifugacion, resultados que confirman que el
U46619 no modifico el ratio F-/G-actina y que la H/R lo disminuyo (P < 0.001),
tanto en ausencia como en presencia de U46619. De manera similar, se
observé que la incubacion con ONOO™ (500 nM) redujo (P > 0.001) la

fluorescencia (Figura 60) y el ratio F-/G-actina (Figura 61) en células control.
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+U46619
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H/R . .
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Figura 60. Imagenes representativas de la sefial fluorescente de F-actina (rojo) y G-

actina (verde) en células HMVEC control, expuestas a H/R o incubadas con ONOO,

en ausencia y en presencia de U46619. Los nulcleos estan tefiidos en azul. 4-6

experimentos independientes.
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Figura 61. Blot representativo y analisis densitomeétrico de la expresion proteica de F-
actina en células HMVEC control, expuestas a H/R o incubadas con ONOOQO", en
ausencia y en presencia de U46619. Los resultados estdn expresados como media *
e.s.m de 4-6 experimentos independientes; ***p < 0.001 mediante ANOVA de una via

seguido del test de Tukey.
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9. INFLUENCIA DE LA I/R SOBRE EL CONTENIDO DE F-ACTINA

ENDOTELIAL

La Figura 62 muestra la organizacion de F-actina en la capa endotelial de la
ACM intacta, presurizada (70 mmHg) y fijada en condiciones de maxima
dilatacion. Las fibras de F-actina aparecen orientadas perpendicularmente al
flujo sanguineo, ocupando tanto la region nuclear como citoplasmatica de las
CE. Tal y como se muestra en la Figura 63A, después de la I/R se observé una
disminucién (P < 0.05) en el volumen de los filamentos de F-actina endotelial,
sugiriendo una mayor fragmentacion de la misma, hecho que también se
observo (P < 0.05) en arterias control incubadas con citocalasina D (50 nM) y
con ONOO" (5 uM). La intensidad de fluorescencia a F-actina (Figura 63B) no

se vi6 significativamente alterada en ninguna de las condiciones estudiadas.

201



Capitulo Il. Resultados

sham

I/R

CONTROL
+ CytD

—=+N y -
\l——'l'\

1
1
I
]
I
1
1
1
1
1
L

CONTROL
+ ONOO

£ it R o

|¢

Figura 62. Reconstrucciones tridimensionales representativas a nivel de la capa
endotelial de la fluorescencia correspondiente a F-actina (rojo) en ACM presurizada de
ratas sham, isquémicas y control, estas Ultimas arterias incubadas con citocalasina D
(CitD) o ONOOQ'. Nucleos tefiidos en azul. La cuantificacion de la fluorescencia a F-
actina se realiz6 sobre una mascara de la reconstruccion tridimensional. Las regiones
de interés (ROI) estan representadas con lineas discontinuas. Dimensiones de la

imagen 238 x 238 ym.
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Figura 63. Cuantificacion del volumen de los objetos (A) y de la intensidad de
fluorescencia (B) de F-actina por ROl obtenidos en las reconstrucciones
tridimensionales de la capa endotelial de ACM presurizada de ratas sham, isquémicas
y control, estas Ultimas arterias incubadas con citocalasina D (CitD) o ONOO'. Los
resultados estan expresados como media + e.s.m de ACM sham (n = 4), I/R (n = 3),

control + CitD (n = 4) y control + ONOO™ (n = 4); *P < 0.05 vs. sham; “P < 0.05 vs. I/IR
mediante ANOVA de una via seguido del test de Tukey.
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10. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON FeTPPS SOBRE LA

VASRRELAJACION MEDIADA POR EDH TRAS LA I/R

Para confirmar si el ONOO™ generado in vivo esta implicado en las
alteraciones funcionales observadas tras la I/R, un grupo de animales se trato,
tras 10 minutos iniciada la oclusion arterial, con FeTPPS (20 mg/kg),
catalizador especifico de la descomposicion de ONOO" (Kunz y cols., 2007;
Couchay cols., 2013), o con VEH. El VEH utilizado para disolver el farmaco no
modificd la respuesta de EDH tras la I/R, en ACM precontraida con U46619,
siendo ésta superior (P < 0.01) a la obtenida en el grupo sham. El tratamiento
con FeTPPS logré prevenir el aumento de la relajacion por EDH provocado por
la I/R, consiguiendo una respuesta parecida a la de los animales sham (Figura
62A). La presencia de TRAM-34 disminuyo la relajacion mediada por EDH en
los tres grupos experimentales analizados (Figura 64A). La adicion de apamina
junto con TRAM-34 sdlo consiguio reducir (P < 0.05) la respuesta en el grupo
isquémico tratado con VEH, sugiriendo asi la ausencia del componente

derivado de los canales SKc, al administrar FeTPPS (Figura 64A).

Tras la I/R, la ACM, a pesar de la presencia de U46619, presenté una mayor
(P < 0.05) relajacion a CyPPA que la del grupo sham tratado con VEH (Figura
64B). No obstante, esta vez el tratamiento con FeTPPS sélo fue capaz de

prevenir parcialmente dicha respuesta (Figura 64B).
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Figura 64. Efecto del ONOO' sobre la relajacion a SLIGRL (A) y a CyPPA (B) en ACM,
precontraida con U46619, de ratas sham e isquémicas tratadas con VEH o FeTPPS.
Todos los experimentos se realizaron en presencia de L-NAME e indometacina. Los
resultados estan expresados como media + e.s.m de ACM sham + VEH (n =7-11), I/IR
+ VEH (n = 5-6) e I/IR + FeTPPS (n = 5-6); *P <0.05 y **P <0.01 vs. sham del mismo
grupo experimental, P <0.05 y **P <0.01 vs. su propio control, 4P <0.05 vs. I/IR
+TRAM-34 mediante ANOVA de dos vias (A) y una via (B) seguido del test de Tukey.
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DISCUSION

En este segundo capitulo mostramos que la vasorrelajaciéon inducida por
SLIGRL, agonista de los receptores PAR2, en ACM precontraida con U46619,
analogo estable del TXA; y agonista de los receptores TP, es mayor en ratas
isquémicas que en sham. Ademas, demostramos que este incremento de la
relajacion tras la I/R podria estar relacionado con la incapacidad del U46619
para bloquear la relajacion mediada por los canales SKc, endoteliales. El
mecanismo subyacente a esta observacién implicaria un aumento de la
acumulacion de ONOO' y la consiguiente disrupcién de la F-actina endotelial,
que limitaria la capacidad del U46619 para inhibir la funcién de los canales

SKca, facilitando asi la relajacién por EDH tras un episodio de I/R.

Se ha descrito que, tras la I/R, en ACM aumenta la relajacion del tono basal
mediada por EDH e inducida por uridina 5'-trifosfato (Marrelli y cols., 1999). En
el presente estudio, se muestra por primera vez una mayor respuesta de EDH
en ACM de ratas isquémicas so6lo cuando los receptores TP (mediadores
contractiles) y PAR2 (mediadores relajadores) se activan mediante U46619 y
SLIGRL, respectivamente, y no en relajaciones inducidas con bradiquinina o
bajo contracciones a endotelina-1. Estos resultados sugieren que es un
fendbmeno que depende de la estimulacidon especifica de determinados
receptores. Los receptores PAR son una familia poco numerosa, formada por
cuatro miembros (PAR1, PAR2, PAR3, PAR4) de receptores acoplados a
proteina G y activados por proteasas de coagulacion, que median diversas
funciones celulares bajo diferentes condiciones fisiolégicas y patoldgicas

(Rezaie, 2014). Las células endoteliales expresan niveles altos de receptores
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PAR2, que no se activan con la trombina pero si con otras proteasas
enddgenas, asi como con péptidos agonistas exdgenos y estables como el
SLIGRL (Kawabata y cols., 2004). En ACM, el SLIGRL tiene la capacidad de
inducir una mayor respuesta de EDH en comparacion con otros compuestos
como la acetilcolina, la adenosina difosfato o la bradiquinina (McNeish y
Garland, 2007). Es importante destacar que en la vasculatura cerebral se
observan respuestas dependientes de PAR2 in vivo (Sobey y Cocks, 1998), y
se cree gue estas podrian jugar un papel protector o compensatorio en vasos
dafiados (Bucci, 2005). En consonancia con el presente estudio, la sefializacion
inducida por PAR2 se encuentra protegida en algunas condiciones patolégicas
en las que la disfuncion endotelial es un denominador comun, como por
ejemplo en hipertension (Sobey y cols., 1999), diabetes (Kagota y cols., 2011) y
sindrome metabdlico (Howitt y cols., 2014), asi como en un modelo de

susceptibilidad genética al infarto (Smeda y McGuire, 2007).

Por otro lado, evidencias previas sugirieren que el aumento de relajacién por
EDH en ACM tras la I/R podria desencadenarse por mecanismos que
implicarian una activaciéon de los canales Kc, (Marrelli y cols., 1999). Esto
altimo fue secundado por estudios que demostraron que los canales Kca
mediaban la respuesta de EDH en ACM de rata (McNeish y cols., 2005; 2006).
De manera que, una explicacion plausible del incremento de relajacién por
EDH observado en ACM tras la I/R podria ser la existencia de una mayor
sefalizacion mediada por los canales Kca. De acuerdo con observaciones
previas (McNeish y cols., 2006), en el presente estudio hemos detectado que
los canales SKc, Se expresan no solo en el endotelio de la ACM de rata, sino

también en la capa adventicia, a pesar de que estos Ultimos parecerian no
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participar en la relajacibn (McNeish y cols., 2006). No obstante, no
encontramos sobreexpresion de los canales SKcy, ni en células HMVEC
sometidas a H/R, ni en ACM de ratas isquémicas, confirmando lo observado en
arteriolas parenquimales penetrantes que ramifican de la ACM (Cipolla y cols.,

2009).

Cuando la ACM es capaz de sintetizar NO, tanto los canales IKc4 como los
SKca contribuyen conjuntamente a la respuesta de EDH. No obstante, bajo
condiciones de privacion de NO (McNeish y cols., 2006), o de estimulacion de
los receptores TP (McNeish y Garland, 2007), la funcién de los SKc, se
mantiene inhibida. La actividad de estos ultimos canales se puede restaurar
mediante la exposicidbn a inhibidores de la COX o a antagonistas de los
receptores TP (McNeish y Garland, 2007; McNeish y cols., 2012; Gauthier y
cols., 2014), demostrando asi la implicacion de la via del TXA; en la supresién
de la funcién de los canales SKc, (Plane y Garland 1996; Crane y Garland,
2004; McNeish y Garland, 2007; McNeish y cols., 2012; Gauthier y cols., 2014).
Asimismo, en el presente estudio encontramos que cuando la ACM de
animales sham se precontraia con U46619, los canales SKc, no participaban
en la respuesta de EDH. Sorprendentemente, observamos que tras la I/R la
actividad de dichos canales se restablecia o estaba protegida, permitiendo asi
una mayor relajacion por EDH en los animales isquémicos. Ademas, la
estimulacién directa de los canales SKc, con el activador selectivo CyPPA
(Hougaard y cols., 2007) indujo una mayor relajaciéon en arterias procedentes
de animales isquémicos, sugiriendo que los efectos de la I/R también se
pueden observar independientemente de la liberacion de factores que

estimulen la respuesta de EDH.
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La estimulacién de los receptores TP por parte del TXA; activa la via de
sefalizacion RhoA/Rho quinasa, que estd sobre estimulada en condiciones
isquémicas (Yamashita y cols., 2007; Koumura y cols., 2011). Recientemente,
en ACM de rata, la inhibicién de la funcién de los canales SK¢, dependiente de
la estimulacion de los receptores TP se ha relacionado con la activacién de la
Rho quinasa (McNeish y cols., 2012). En el presente estudio, observamos un
incremento de la Rho activada en células HMVEC expuestas a U46619, que se
potencié aun mas al someterlas a H/R. Estos resultados sugeririan que la
inhibicion de los canales SK¢, dependiente de la estimulacion de los receptores
TP deberia estar presente o ser incluso mayor que en la condicion control, tras
un episodio de I/R. Sin embargo, y sorprendentemente, encontramos una
mayor respuesta de EDH en ACM precontraida con U46619 en animales

isquémicos.

Estudios previos sugieren que una de las mdltiples funciones de la Rho
quinasa se relaciona con la modulacion de la actividad de ciertos canales
ibnicos, mediante su capacidad para reorganizar el citoesqueleto de actina
(Gorovoy y cols., 2005; Prasain y Stevens, 2009). En relaciéon con esto ultimo,
se ha descrito que la Rho quinasa necesita un citoesqueleto de actina intacto
para bloquear la actividad de los canales rectificadores de K* retardados de la
musculatura lisa (Luykenaar y cols., 2009). Por lo tanto, en el presente estudio,
hemos hipotetizado que podria ser necesario un citoesqueleto de actina
endotelial integro para que la Rho quinasa inhiba la respuesta de los canales

SKCa.

La F-actina es el mayor componente del aparato contractil, de manera que

se esperaria que cualquier interferencia grave en la polimerizacion de la actina
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afectara a la contraccion de la arteria. En este estudio, investigamos el efecto
de determinados agentes que perturban el citoesqueleto de actina sobre las
respuestas relajadoras mediadas por EDH, a concentraciones que no afectaron
la capacidad contractil del musculo liso. En primer lugar, encontramos que el
tratamiento con citocalasina D, que impide la polimerizacién de la actina
mediante el bloqueo de sus extremos, (Spector y cols., 1989; Wakatsuki y cols.,
2001), recuperd la funcion de los canales SK¢, sobre la relajacion por EDH, a
pesar de la presencia de U46619, aumentando la magnitud de dicha respuesta
respecto a la obtenida en el grupo control. Por el contrario, el bloqueo de la
polimerizacion de los mondémeros de G-actina inducido por latrunculina B
(Spector y cols., 1989) no sélo no fue capaz de mejorar las respuestas de EDH,
sino que incluso, a concentraciones elevadas, se observdé un empeoramiento
de las mismas. Cabe mencionar que la concentracion de citocalasina D
utilizada en nuestro estudio (50 mM) probablemente favorezca la disrupcién de
la F-actina endotelial, ademas de inhibir su polimerizacién (Wakatsuki y cols.,
2001). Esta hipotesis se confirm6 tras observar que la incubacién con
citocalasina D desestructuré la F-actina endotelial de la ACM. Asimismo, la
citocalasina D también fue capaz de incrementar la relajacibn mediada
directamente por los canales SKc¢, inducida por CyPPA. En conjunto, estos
resultados sugieren que seria necesaria la presencia de un citoesqueleto de
actina endotelial intacto para que se pueda producir el bloqueo de la relajacién

mediada por los canales SKc, tras la estimulacion de los receptores TP.

La I/R se asocia a un incremento de RONS, que pueden reaccionar
rapidamente para producir ONOO" (Pacher y cols., 2007) que, a su vez, puede

modular la actividad de los canales BKc, (Brzezinska y cols., 2000; Liu y cols.
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2002; Li y cols., 2005). Por otro lado, el ONOO™ también puede promover la
oxidacion y nitrosilacion post-transcripcional de residuos de tirosina en
proteinas, alterando asi su funcién (Palomares y Cipolla, 2014). Tras la I/R, se
ha observado que en arterias cerebrales hay un aumento de la nitrosilacién de
F-actina muscular, proteina rica en tirosina. En paralelo, también se ha descrito
un incremento en la produccién de ONOO', hecho que se ha relacionado con la
nitrosilacion y posterior pérdida de F-actina muscular, dando lugar a la
disfuncion del tono miogénico detectada en arterias cerebrales de ratas
isquémicas (Maneen y cols., 2006; Maneen y Cipolla, 2007; Coucha y cols.,
2013). Las CE estan en continuo contacto con factores locales o circulantes, de
manera que se encuentran altamente expuestas a RONS (Huot y cols., 1997).
A pesar de ello, el posible impacto de estas moléculas reactivas sobre la
integridad y funcién del citoesqueleto endotelial todavia no se conoce con
precision. En el presente estudio, detectamos un incremento de la nitrosilacion
de F-actina en células HMVEC expuestas a H/R y una disminucion drastica en
el ratio F-actina/G-actina, resultados similares a los obtenidos en células
expuestas a ONOO'. En ACM, observamos una mayor nitrosilacion vy
fragmentacion de la F-actina endotelial tanto en I/R como tras la exposicion a
ONOO'. Ademas, la incubacion de las arterias control con ONOO" fue capaz de
prevenir el bloqueo U46619-dependiente de la funcion de los canales SKca
endoteliales, de manera que se obtuvieron mayores respuestas de EDH
inducidas con SLIGRL y con CyPPA, de manera similar a lo que se observé en
ratas isquémicas. Este efecto inducido por el ONOO™ no se observd con
epicatequina, inhibidor de la oxidacion/nitrosilacion, y con jasplaquinolida,

estabilizador de los filamentos de actina, sugiriendo con ello la implicacion de la
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oxidacion/nitrosilacion y de la desestructuracion, respectivamente, del
citoesqueleto de actina endotelial. A pesar de gue desconocemos si otras
sustancias derivadas del ONOO™ podrian intervenir en dichos efectos (Maneen
y Cipolla, 2007), hemos demostrado que tras descomponer el ONOO™ no se

observaban cambios en la relajacion por EDH.

El siguiente paso fue analizar si la generacibn de ONOO™ durante la I/R
estaba implicada en la conservaciéon de la actividad de los canales SKc,. Con
este propésito, las ratas se trataron, poco después del inicio de la oclusién, con
FeTPPS, catalizador selectivo de la descomposicion de ONOO™ (Kunz y cols.,
2007; Coucha y cols., 2013). Las ACM de animales tratados con FeTPPS
manifestaron el bloqueo TP-dependiente de la relajacibn mediada por los
canales SKc,, que dio lugar a una respuesta de EDH similar a la observada en
arterias del grupo sham tratado con vehiculo. Ademas, las respuestas
inducidas por CyPPA se vieron atenuadas tras el tratamiento con FeTPPS. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que el ONOO™ formado durante la I/R
previene la pérdida de respuesta de EDH observada tras la estimulacion de los
receptores de TP, al menos en parte, a través de un mecanismo que
preservaria la actividad de los canales SKc, ES importante mencionar que, en
esta fase del estudio, todavia no esta claro si la desestructuracion de la F-
actina endotelial provocada por la accion oxidante/nitrante del ONOO™ es el
anico factor implicado en el aumento de la respuesta de EDH observada, ya
gue se ha descrito que otros oxidantes producidos directa o indirectamente
durante la I/R, tales como el O, 0 H,O,, también pueden desestructurar el
citoesqueleto de actina (Moldovan y cols., 1999; Dalle-Done y cols., 2001;

Boardman y cols., 2004).
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La I/R cerebral induce cambios estructurales, mecanicos y miogénicos en la
pared vascular de la ACM que parecen estar involucrados en el empeoramiento
de la capacidad de regulacién del flujo sanguineo cerebral que se observa tras
un episodio de I/R (Jiménez-Altayd y cols., 2007; 2009). Paralelamente, la I/R
se asocia a un aumento del estrés oxidativo/nitrosativo de la pared vascular,
siendo especialmente relevante el incremento de ONOO°, especie
oxidante/nitrante que, mediante la alteracién de proteinas, puede dafar a los

vasos y al cerebro (Coucha y cols., 2013).

En el presente estudio hemos demostrado, por primera vez, que las
alteraciones estructurales y mecanicas, pero no las que afectan al tono
miogénico, de la ACM tras la I/R se restringen sélo a las ratas que manifiestan
hiperemia reactiva en el inicio de la reperfusién, proceso que hasta ahora se
habia asociado a un aumento en los niveles de expresion de nitrotirosina en
tejido cerebral debidos a la presencia de ONOO'". El mecanismo subyacente
implicaria una mayor expresion de nitrotirosina y de pERK1/2, un incremento
en el reclutamiento de monocitos/macrofagos y una acumulacion de IL-18 en la
pared de la ACM asociado a la HR, especialmente en la capa adventicia. Este
ambiente marcadamente alterado podria favorecer la proliferacion de CA,
contribuyendo de este modo al remodelado hipertrofico del vaso que se
observa solo en presencia de hiperemia reactiva. En paralelo, también hemos
demostrado que la administracion exdgena de AU, potente antioxidante
endodgeno con capacidad de neutralizar el ONOQO’, ejerce una mayor accion
protectora en animales hiperémicos, a través de procesos que implicarian una

reduccion del estrés oxidativo/nitrosativo, una disminucion de la inflamacion y
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de la hipertrofia de la pared de la ACM, asi como un efecto inductor de la
expansion de su didmetro interno. Ademés, hemos observado que el AU es
incapaz de penetrar en el parénquima cerebral, sugiriendo asi que sus efectos
beneficiosos pueden provenir de su capacidad para neutralizar la accién del
ONOO'" sobre la vasculatura cerebral. Estos resultados proporcionan nuevas
evidencias sobre el mecanismo por el cual el AU podria ejercer su accién
protectora, observada no sélo en animales sino también en humanos (Amaro y
cols., 2007; 2009; Chamorro y cols., 2014) frente al dafo cerebral inducido por

episodios de I/R.

En nuestro estudio también hemos observado que, bajo condiciones de
estimulacién con el analogo del tromboxano A, U46619, la relajacion por EDH
mediada por los receptores PAR2 aumenta en ACM de ratas isquémicas.
Demostramos que ello podria ser debido a la incapacidad del U46619 para
bloquear la respuesta de EDH mediada por los canales SK¢,, posiblemente a
causa de la disrupcion del citoesqueleto de actina endotelial provocada por el
ONOO" que se produce durante la I/R. Por lo tanto, con estos resultados hemos
revelado un nuevo mecanismo por el cual el ONOO™ podria afectar a la funcién
cerebrovascular tras la I/R. El aumento de la respuesta de EDH promovido por
el ONOO' podria compensar la disminucion de la capacidad vasodilatadora que
a menudo se asocia a estados patolégicos protromboticos, tales como la I/R
cerebral, en los que la respuesta mediada por NO se encuentra habitualmente

disminuida (Chamorro, 2009).

Se conoce que la constriccion de las arterias cerebrales puede empeorar el
dafio cerebral causado por la I/R, mientras que la vasorrelajacion, incluyendo la

HR, podria disminuir la resistencia cerebrovascular y contribuir a la rotura de la
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BHE y a la formacion de edema (Palomares y Cipolla, 2011). De manera que,
la mayor respuesta de EDH en condiciones protromboticas favorecida por el
ONOO’ podria participar en la disminucion de la resistencia cerebrovascular,
promoviendo con ello al dafio cerebral tras la I/R. Por lo tanto, proponemos que
aunque el aumento de las respuestas a EDH asociado a la I/R que describimos
en el presente estudio se podria considerar clave para asegurar una correcta
irrigacion tisular, también podria contribuir a la ruptura de la BHE y a la
formacion de edema (Shi y cols., 2016). No obstante, necesitariamos mas
estudios para entender con exactitud el papel fisiopatologico de estas

alteraciones, y ello nos permitiria disefiar tratamientos terapéuticos eficaces.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que,
tras la I/R, el ONOO", mediante su actividad oxidante/nitrosilante, participa en
las alteraciones estructurales, mecanicas y vasodilatadoras que se observan en
la ACM tras un episodio de I/R. Estos hallazgos ayudan a comprender la
fisiopatologia del ictus isquémico, a la vez que refuerzan el potencial
terapéutico de los compuestos antioxidantes con capacidad de neutralizar la

accion del ONOO'.
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En base a la hipoétesis, objetivos y resultados obtenidos las conclusiones son

las siguientes:

1. El peroxinitrito participa en las alteraciones estructurales y mecanicas,
pero no en las miogénicas, de la arteria cerebral media y en el dafio cerebral

gue se observan tras un episodio de isquemia-reperfusiéon, dado que:

i) La presencia de hiperemia reactiva en la reperfusion, que se asocia a
un aumento del infarto cerebral y del dafio neuroldgico, incrementa los
niveles de expresion de nitrotirosina tanto en arteria cerebral media,
principalmente en la capa adventicia, como en tejido cerebral

ipsilateral.

i) La hiperemia reactiva se asocia a un remodelado hipertréfico de la
arteria cerebral media ipsilateral debido, al menos en parte, al aumento

en el nimero de células adventicias.

iii) El aumento en el numero de células adventicias se asocia a un
incremento de monocitos/macrofagos y de la expresion proteica de

PERK1/2 y de la citoquina proinflamatioria IL-18.

iv) La hiperemia reactiva disminuye el estrés mecanico de la pared de

la arteria cerebral media ipsilateral.

v) La disminucion del tono miogénico de la arteria cerebral media
ipsilateral se produce tanto en ausencia como en presencia de

hiperemia reactiva.
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vi) El tratamiento in vivo con &cido Urico una vez iniciada la reperfusion,
a pesar de gque es incapaz de penetrar al cerebro, previene los cambios
estructurales y mecéanicos, pero no los miogénicos, de la arteria

cerebral media y el dafio cerebral tras la isquemia-reperfusion.

2. El peroxinitrito participa en las alteraciones vasodilatadoras de la arteria

cerebral media observadas tras un episodio de isquemia-reperfusion, dado que:

i) La isquemia-reperfusion, que se asocia a niveles altos de expresion de
nitrotirosina endotelial, aumenta la relajacion por hiperpolarizacion
derivada del endotelio (EDH) inducida por un agonista de los receptores
PAR2 en la arteria cerebral media ipsilateral precontraida con un
analogo del tromboxano A,. Este aumento es debido a una mayor

participacion de los canales SKca.

i) En el endotelio de la arteria cerebral media de ratas isquémicas, asi
como en el endotelio de arterias control incubadas con el inhibidor de la
polimerizacién de la actina citocalasina D o con peroxinitrito, hay una
mayor fragmentacion de los filamentos de F-actina. Asimismo, en células
HVMEC sometidas a hipoxia/reperfusion o expuestas a peroxinitrito,

disminuye la cantidad de F-actina.

iii) La incubacion con citocalasina D o con peroxinitrito, , recupera la
actividad de los canales SKc, Yy aumenta la respuesta de EDH en la
arteria cerebral media ipsilateral precontraida con un analogo del

tromboxano A,, sugiriendo la participacion de la desestructuracion del
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citoesqueleto endotelial por parte del peroxinitrito en las alteraciones

vasodilatadoras observadas tras la isquemia-reperfusion.

iv) El tratamiento in vivo con FeTPPS, catalizador especifico de la
descomposicion del peroxinitrito, una vez iniciada la isquemia previene la
activacion de los canales SK¢, y el aumento de la relajacién por EDH

provocado por la isquemia-reperfusion.
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