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I n t r o d u c c i ó n

La implicación del sistem a adrenérgico en la génesis y /o  m antenim iento de 
diversas e im portantes enferm edades cardiovasculares es una evidencia constatada 
(Guimaraes y  Moura, 2001). En éste punto, el estudio de los receptores adrenérgicos, 
encargados de recibir las señales de las catecolaminas endógenas (Adrenalina y 
N oradrenalina), neurotrasm isores propios de éste sistema, y dianas terapéuticas 
im portantes en enferm edades cardiovasculares, será un pilar im portante para un 
m ejor entendim iento de los m ecanismos que conducen a dichas patologías.

En la p resen te  tesis doctoral, se hace hincapié en los aspectos físiopatológicos 
que acom pañan a los receptores adrenérgicos, tam bién conocidos como 
A drenoceptores (ARs), y sus m ecanismos reguladores, en dos tipos de enferm edades 
cardiovasculares, la hipertensión arterial, y la insuficiencia cardiaca, realizando un 
estudio genético, proteico y funcional de los tres subtipos diferentes de ARs-ai (aiA, 

aiB, y  oiid), los tre s  subtipos de ARs-J3 (Pi, P2, y P3), y tre s  quinasas de los receptores 
acoplados a proteína G (GRK2, GRK3 y GRK5).

Analizaremos si los cambios funcionales observados en modelos anim ales de 
h ipertensión son debidos a cambios en la expresión génica y /o  proteica, y  si estos, a 
su vez, preceden al estado hipertensivo, siendo parte  del mecanismo de génesis de la 
enferm edad o po r el contrario tan  sólo una consecuencia de los cambios estructurales 
característicos de esta. Analizaremos po r otro lado, en linfocitos circulantes de 
pacientes con diferentes patologías cardiovasculares, si los cambios observados en la 
expresión génica de los ARs y las GRKs, reflejan cambios sucedidos en otros 
territo rios del organismo.

A lo largo de la presente Tesis Doctoral, harem os una revisión bibliográfica con 
recorrido histórico por el descubrim iento y la clasificación de los ARs, describrirem os 
sus principales vías de activación, la m ultitud de respuestas fisiológicas que m edian 
en los diferentes órganos en los que se encuentran presentes, sus mecanismos 
reguladores, y lo que hasta la fecha se sabe sobre su implicación en la hipertensión y 
la insuficiencia cardiaca, así como su relación como biom arcador en el linfocito 
circulante. Explicaremos la metodología que hemos seguido para  tra ta r  de alcanzar 
los objetivos del presente trabajo. Comentaremos los resultados obtenidos, para 
finalm ente discutir las implicaciones de las "Diferencias, en función del género, en la 
expresión y funcionalidad de A drenoceptores y GRKs en patología cardiovascular".
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R e v i s i ó n  B i b l i o g r á f i c a

En la presen te  revisión harem os un recorrido histórico sobre los receptores 
adrenérgicos, que nos acercará a su clasificación, a sus principales vías de 
señalización, a su principal mecanismo regulador, conocerem os sus principales 
localizaciones y funciones a lo largo del sistem a cardiovascular, y para  term inar nos 
centrarem os en lo que se conoce hasta hoy del im portante papel que juegan, tanto los 
A drenoceptores como las quinasas que los regulan, en dos de las patologías 
cardiovasculares que m ás m uertes causan al año: la H ipertensión arterial y la 
Insuficiencia cardiaca.

1 Receptores A drenérgicos

Los Receptores Adrenérgicos o A drenoceptores (ARs), son proteínas 
pertenecientes a la más versátil y  am pliam ente distribuida familia de receptores de 
m em brana, la familia de los receptores de siete dominios transm em brana (7TM) 
com puesta por m ás de 800 genes, tam bién conocidos por su característica principal 
como receptores acoplados a proteína G (GPCRs), cuyos m iem bros son las dianas más 
frecuentes de la terapéutica actual. Estos receptores, aunque relacionados desde el 
punto de vista estructural, p resentan  ciertas diferencias que hacen que controlen 
diversos procesos fisiológicos m ediante la activación de vías de señalización que 
llevan a la síntesis o descarga de num erosos y variados segundos mensajeros. A 
través de estos sistem as transductores de señales bioquímicas m edian las acciones, 
tan to  centrales como periféricas, de las principales catecolam inas endógenas: el 
neuro transm isor N oradrenalina (NA), y la horm ona y neurotransm isor Adrenalina 
(A). Ambas catecolam inas juegan un papel im portante en el control de procesos 
fisiológicos tales como la presión arterial, la frecuencia cardiaca, la fuerza de 
contracción cardiaca o la reactividad de las vías aéreas, adem ás de otros procesos 
m etabólicos y del sistem a nervioso central. Así pues los receptores adrenérgicos, por 
se r los encargados de trasm itir la señal de estas catecolaminas, están directam ente 
implicados en estos procesos fisiológicos y, por lo tanto, en las patologías 
relacionadas con los mismos, por lo que se han convertido a lo largo de su historia en 
diana terapéutica de enferm edades cardiovasculares tan  im portantes como la 
h ipertensión arteria l (HTA) o la Insuficiencia cardiaca, en enferm edades respiratorias 
como el asma, y  o tras patologías no m enos im portantes como la hipertrofia prostética
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benigna, la congestión nasal, la obesidad, o el dolor entre muchas otras (Guimaraes y  

Moura, 2001; Pierce y cois., 2002; Lefkowitz, 2004).

Todos los ARs son proteínas cuya estructura consiste en una cadena polipeptídica  

de entre 400 a 572 am inoácidos según el subtipo o la especie en la que se estudie, 

cuyo extrem o N-terminal está localizado en la parte extracelular y el extrem o C- 

term inal se encuentra en el citosol, donde juega un papel primordial en el 

acoplam iento con la proteína G y por tanto en la transducción de la señal (ver Imagen 

1). Comprenden dos requerim ientos básicos gracias a los cuales estas proteínas 

pueden ser clasificadas com o GPCRs. El primero: se com ponen de siete regiones, o 

dom inios transmembrana, de entre 20 a 35 am inoácidos cada una, en conform ación  

a-helicoidal, de carácter hidrofóbico para que se dispongan insertadas a través de la 

m embrana plasmática y conectadas entre sí por lazos intracelulares y extracelulares 

hidrófilos, alternándose tres lazos extracelulares con regiones específicas para la 

unión con el agonista, y tres lazos intracelulares, uno de ellos, el tercer lazo, más largo 

y que presenta los lugares de unión con las proteínas G. El segundo requisito  

im prescindible para su clasificación dentro de la superfam ilia de los GPCRs es, 

precisam ente, su capacidad para acoplarse a la proteína G, lo que confiere al receptor  

la habilidad de transm itir las señales recibidas por las catecolam inas (Fredriksson y 

cois., 2003).
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Im agen 1. M odelo de re c e p to r  de la fam ilia de  los GPCRs con 7 d o m in ios tra n sm e m b ra n a .
Imagen modificada del modelo de estructura y secuencia aminoacídica diseñado para el AR-cija por 
Lomasney y cois., 1991.
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1 .1  P e r sp e c t iv a  h is t ó r ic a  y Cla sific a c ió n

Hace más de un siglo desde el descubrim iento de los adrenoceptores. Todo 
empezó cuando el Profesor John New port Langley y su entonces alumno y posterior 
prem io nobel, Sir Henry H. Dale, trabajando en conjunto, definieron la idea de una 
"sustancia receptora" en células reactivas (Piascik y cois., 1996; Lefkowitz, 2004). 
M ientras tanto, el tam bién prem io nobel Paul Erhlich, acuñaba el térm ino "receptor" 
dentro  del contexto de la inmunología, aunque realm ente fuese Langley el prim ero en 
desarro llar un concepto de receptor relacionado con la interacción con fármacos 
(Maehle, 2004). Langley abrió las puertas hacia estas deducciones gracias a sus 
experim entos de fisiología y farmacología clásica en los que usaba extractos de 
glándulas suprarrenales, conteniendo adrenalina, sobre preparaciones de músculo 
liso aislado (Langley, 1901). El concepto de "sustancia receptora" fue definido por 
prim era vez en su trabajo sobre la influencia de la nicotina y el curare sobre el 
músculo estriado en tre  otros tejidos (Langley, 1905). Posteriorm ente, el trabajo de 
Dale en el que se observaba los efectos antagónicos de la ergotoxina sobre la 
contracción inducida por adrenalina (Dale, 1906), sentó en ese m om ento las bases 
para  el estudio de los receptores adrenérgicos (adem ás de m uscarínicos y 
nicotínicos). Con estos trabajos se establecieron las bases de la interacción fármaco- 
receptor, que durante más de medio siglo desarrollarían los gigantes de la 
farmacología actual, los cuales, aplicando la ley de acción de m asas y usando los 
modelos m atem áticos basados en las cinéticas enzimáticas, propusieron un modelo 
de análisis para cuantificar la acción de los fármacos, desarrollando el modelo clásico 
de dosis-respuesta, la "Teoría ocupacional" (Gaddum, 1926; Clark, 1937), para más 
ta rd e  desarrollar las nociones de afinidad y actividad intrínseca o eficacia de los 
fárm acos (Ariens, 1954; Stephenson, 1956; Furchgott, 1964, 1967; Furchgott y 
Bursztyn, 1967).

Por o tra  parte, durante ese periodo com enzaban a observarse num erosas 
evidencias de que quizás no había una sola "sustancia receptora" o receptor, y tal vez 
era  necesario una separación y una clasificación más detallada de los que hoy se 
conocen como receptores adrenérgicos. Fue Ahlquist en 1948 quién observó dos vías 
diferenciadas en la capacidad de diversos agonistas simpaticomiméticos (Adrenalina 
(A), Noradrenalina (NA) e Isoprenalina (ISO), en tre  otros) de producir respuestas 
farmacológicas según el órgano sobre el que se estudiasen, proponiendo en ese 

m om ento la división de los adrenoceptores en dos, los ARs-a (asociados a la mayoría 

de funciones "excitatorias" como por ejemplo la vasoconstricción) y los ARs-|3 
(asociados a la m ayoría de funciones "inhibitorias", en tre  ellas la vasodilatación, y una 
"excitatoria", la estimulación del m iocardio). Añadiéndose a las observaciones de Dale
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(1906) que diferenciaba en tre  aquellos cuyo efecto estim ulador era  inhibido por la 
ergotoxina y aquellos cuyo efecto inhibidor no era desplazado.

Los experim entos de Ahlquist fueron duram ente criticados por o tros autores 
que opinaban que la diferencia en el rango de potencias podía deberse al uso de 
tejidos de anim ales de diferentes especies. Uno de sus m ayores críticos, Lands (1952), 

confirmó estos experim entos com parando las potencias relativas de A, NA e ISO sobre 
diferentes órganos del mismo animal. Quedaba así aceptada una p rim era sub- 
clasificación basada en la cuantificación farmacológica de agonistas con diferentes 

rangos de potencia. Los AR-a quedaban clasificados como aquellos receptores 
capaces de provocar una respuesta  contráctil en músculo liso, contracción del útero, 
de los uréteres, contracción de la m em brana nictitante, dilatación de la pupila e 
inhibición del tono del intestino, respondiendo a los agonistas según el siguiente 
orden de potencias: A > NA > ISO; m ientras que los AR-p, serían clasificados como 
aquellos recep tores capaces de provocar una respuesta  relajante en músculo liso 
vascular y uterino, y estim ulante en músculo cardiaco (inotropism o positivo), 
respondiendo a los agonistas según el siguiente orden de potencias: ISO > A > NA.

Poco después, Brown y Gillespie se dieron cuenta en 1955 que los antagonistas 

de los ARs-a, Fenoxybenzamina y Fentolamina, aum entaban el flujo de NA tras la 

estim ulación nerviosa, surgiendo la hipótesis de que podría haber un tipo de AR-a 
pre-sináptico que m odularía la liberación del neurotransm isor a la sinapsis, adem ás 

del ya considerado AR-a post-sináptico, responsable de las respuestas en los tejidos. 
Casi 20 años se ta rd a rá  en resolver esta hipótesis.

En 1967 el propio Lands y sus colaboradores, basándose en experim entos 

sim ilares a aquellos de 1952, proponen la división de los AR-p en dos subtipos 
d iferentes según los rangos de potencias para  los agonistas observados. El subtipo 

denom inado AR-Pi, m ayoritario en corazón y tejido adiposo, era igual de sensible a 

los estím ulos de NA y A, m ientras que el subtipo denom inado AR-P2, responsable de 
la relajación vascular, de la relajación del músculo uterino, y de las vías aéreas, era 
menos sensible a los estím ulos de am bas catecolaminas, siendo la A 
aproxim adam ente 10 veces más potente que la NA. El posterior descubrim iento de 

agonistas selectivos para los receptores P2, como el salbutam ol y la terbutalina, y de 

antagonistas selectivos para  los receptores Pi, como atenolol, m etoprolol y practolol 
en tre  otros, avalarían esta teoría, aceptándose así la clasificación p ropuesta  (Bylund y 
cois., 1994).
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Casi paralelam ente, a principios de los años 70, comienzan a ser evidentes las 

diferencias en las propiedades farmacológicas en tre  los AR-a pre- y post-sinápticos. 
Por una parte, se propuso una clasificación basada en los diferentes rangos de 
potencias obtenidos para agonistas selectivos como clonidina y oximetazolina po r un 
lado, capaces de activar de m anera selectiva los receptores pre-sinápticos 
(inhibidores de la liberación de NA) y por o tro lado fenilefrina, más selectivo po r los 
receptores post-sinápticos (Starke y cois., 1974), adem ás de estudios con los 
antagonistas fenoxibenzamina y prazosín, mucho más potentes en el bloqueo de los 
receptores post-sinápticos (Dubocovich y Langer, 1974) y yohimbina, capaz de 
bloquear preferentem ente los receptores pre-sinápticos (Starke y cois., 1975a, 
1975b). Por otra parte, observando estas diferencias evidentes, se propuso una 

división de los AR-a basada en principios anatómicos, sugiriendo denom inar a los 

receptores pre-sinápticos como AR-a2, y a los receptores post-sinápticos como AR-ai 

(Langer, 1974). Más tarde los AR-a2, supuestam ente pre-sinápticos, fueron 
descubiertos en células efectoras de la m usculatura lisa vascular sorprendiendo su 
capacidad de generar una respuesta vasoconstrictora propia de los ARs post- 

sinápticos, evidenciando la presencia de los ARs-a2 tan to  en una parte como en otra 
(Docherty y McGrath, 1980). En consecuencia, tan sólo pudo ser aceptada una 
clasificación farmacológica y funcional, basada en los rangos de potencias para  los 
diversos agonistas y antagonistas estudiados, así como en el tipo de respuesta  
m ediada por cada subtipo (Berthelsen y Pettinger, 1977). Finalmente con el tiempo, 
la identificación de nuevos agonistas y antagonistas más potentes y altam ente 
selectivos por uno u otro subtipo, ha hecho que ésta sub-clasificación, basada en 
conceptos farmacológicos, siendo una clasificación más precisa, perdure frente a la 
clasificación basada en conceptos anatóm icos (Ruffolo y cois., 1991).

Con el desarrollo de nuevas herram ientas farmacológicas, la aparición de 
nuevas técnicas de estudio de la interacción fárm aco-receptor, como los ensayos con 
radioligandos a m ediados de los años 80, la situación se complicó con nuevas 
subdivisiones a añadir a las hasta ahora existentes y la aparición de nuevos subtipos 
que ta rd e  o tem prano serían aceptados o apartados. El m ás reciente y rápido 
desarrollo  de la biología m olecular supuso una revolución en la clasificación de los 
adrenoceptores, corroborando la existencia de más subtipos de los inicialm ente 
descritos, clonados y caracterizados farmacológicamente. La aplicación de estas 
técnicas dem ostró tam bién que aquellos tejidos que se creían puros en una población, 
p resen taban  poblaciones mixtas de receptores cuya distribución podía variar 
dependiendo de la especie estudiada. La obtención de genes recom binantes de los 
diferentes subtipos de receptores adrenérgicos, las técnicas de hibridación in situ  
m ediante sondas de ARNm, o la transfección de ADNc en células de mamíferos,
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perm itieron la caracterización de poblaciones puras de cada subtipo de receptor y 
por lo tan to  tuvieron un gran im pacto en la clasificación de estos (Bylund y cois., 
1994), tal y como veremos.

Así pues, aunque hasta ahora habíam os visto como históricam ente los 

adrenoceptores habían sido clasificados en dos grandes subtipos, ARs-a y -|3, se llegó 

a la conclusión de que quizás fuese más correcto clasificarlos en tres grupos, AR-ai, - 

012, y -P (ver Imagen 2), basándose en tres líneas de evidencias tan to  farmacológicas 
como moleculares: la prim era, las diferentes afinidades de fármacos selectivos por 
cada subtipo; la segunda, las respuestas de segundos m ensajeros diferentes para  cada 
uno de los tres subtipos; y por último, las diferencias en tre  las secuencias 
aminoacídicas que son más consistentes si pensam os en tres subtipos m ayoritarios 
(Bylund y cois., 1994).

Con el paso de los años fueron apareciendo nuevos subtipos. Las prim eras 

evidencias de la heterogeneidad funcional de los ARs-ai, se basaron en diferencias en 
las afinidades de distintos agonistas y antagonistas, la com plejidad de las curvas 
dosis-respuesta m uchas veces bifásicas y las diferencias en la respuesta  contráctil. 
Fue en 1982, cuando el profesor John C. McGrath, postuló por prim era vez la posible 

existencia de dos subtipos diferenciados para  los ARs-ai, confirm ándose esta 
hipótesis años más tarde  gracias a los trabajos de varios autores que com pararon 
afinidades para  los antagonistas selectivos WB4101 y 5-M etilurapidil (5-MU) entre 
otros (M orrow y Creese, 1986; Gross y cois., 1988), así como las diferencias en la 
sensibilidad frente al agente alquilante cloretilclonidina (CEC) (Johnson y Minneman, 

1987; Han y cois., 1987), proponiendo la división de los ARs-ai, en dos subtipos, aiA 

(alta afinidad por 5-MU y WB4101, y baja sensibilidad a la CEC) y aiB (Alta 
sensibilidad a CEC y baja afinidad por 5-MU y WB4101). Fue por esta época cuando se 
em pezaron a elucidar los m ecanismos de señalización intracelular que transm itían  las 

señales recibidas por los ARs-ai para  la contracción del músculo liso a través de la 
formación de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y la liberación de Ca+2, que tam bién 

sirvió para confirm ar la subdivisión de los ARs-ai (Minneman, 1988), observándose 
ciertas diferencias en tre  los subtipos que m encionarem os en sucesivos apartados.

Cuando todo parecía esta r m ás claro, a finales de los 80 varios grupos pensaron 

que la división de los ARs-ai en dos grupos debía hacerse basándose en la afinidad 

por el prazosín, siendo los aiH aquellos con alta afinidad y los aiL los de baja afinidad 
(Flavahan y Vanhoutte, 1986; M uramatsu y cois., 1990). Era necesaria una 
caracterización a nivel m olecular que aclarase tal controversia, y puesto que las 
técnicas de la época lo perm itían, comenzó la carrera por conseguir clonar y
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caracterizar los subtipos. El p rim er AR clonado presentó  el perfil farmacológico para 

el AR-aiB nativo (Cotecchia y  cois., 1 9 8 8 ). El segundo AR que se clonó ten ía  las 

afinidades por agonistas y antagonistas que se esperaba para el AR-cxia pero con 
cierta sensibilidad a la CEC y adem ás no se pudieron encontrar niveles de expresión 
de ARNm en tejidos en los que estaba descrito farmacológicamente, todo apuntaba a 

que se tra taba  de un nuevo subtipo, el cual fue denom inado a ic  (Schwinn y cois., 

1 9 9 0 ; 1 9 9 1 ). El tercero  en ser clonado fue designado AR-cxia basándose en la baja 
sensibilidad a CEC y en la alta afinidad a W B 4 1 0 1  (Lomasney y cois., 1 9 9 1 ). Al mismo 
tiem po se clonó un subtipo idéntico que m ostraba un perfil de afinidades diferentes a 

las de AR-<xia (Pérez y cois., 1 9 9 1 ), a éste receptor aparentem ente distinto, se le 

denom inó AR-aiD. Con el paso del tiem po, num erosos autores fueron m ostrando 
resultados claros de afinidades de una serie extensa de agonistas y antagonistas 

selectivos sugiriendo que el AR recom binante denom inado aic, no era otro sino el AR- 

aiA nativo (Ford y cois., 1 9 9 4 ), com probándose que o tras pequeñas diferencias en las 
afinidades observadas o en la localización tisular, se habían debido a las distintas 
condiciones experim entales, desechándose definitivam ente la designación de aic  
(Hieble y cois., 1 9 9 5 ). Con el tiem po fueron apareciendo num erosos agonistas y 
antagonistas selectivos para los subtipos descritos que fueron afianzando los 
resultados anteriores. Quedó así dem ostrada la presencia de diferentes subtipos de 

ARs-ai, nativos y recom binantes, de los cuales en la actualidad se aceptan los tres 
subtipos que han sido descritos tan to  a nivel farmacológico como a nivel molecular: 

aiA, aiB, y aiD (Hieble y cois., 1 9 9 5 ). Además han sido descritas 4  isoformas para  el 

AR-aiA, sin aparentes diferencias funcionales (Hirasawa y cois., 1 9 9 5 ; Chang y cois., 
1 9 9 8 ). En cuanto a los subtipos propuestos como de alta y baja afinidad po r el 

prazosín, quedó dem ostrado que el subtipo nom brado aiH correspondía a los 3 
subtipos descritos, los cuales poseían alta afinidad por prazosín (M uramatsu y cois., 

1 9 9 5 ; Ford y cois., 1 9 9 6 ), quedando el subtipo aiL pendiente de confirmar. En la 
actualidad aún no ha sido posible clonar el gen para este subtipo y los últimos 

avances m uestran una clara relación en tre  este subtipo y el AR-oiia, confirm ando la 

teoría que dem ostraba que el subtipo <xil era  una isoforma funcional de baja afinidad 

del AR-oiia (Ford y cois., 1 9 9 7 ; Daniels y cois., 1 9 9 9 ; Martí y cois., 2 0 0 5 ; M uram atsu y 
cois., 2 0 0 8 ).

Paralelam ente a estos acontecim ientos fueron apareciendo nuevas evidencias 
basadas en las propiedades farmacológicas en diferentes tejidos que apuntaban a 

diferentes subtipos para  el AR-ci2 (Kawahara y Bylund, 1985; Neylon y Summers, 
1985; Bylund, 1988). En base a estos estudios fueron clonados 3 de los 4 subtipos que 
habían sido detectados por poseer características farmacológicas diferentes (Kobilka
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y cois., 1987; Regan y cois., 1988; W einshank y cois., 1990; Lanier y cois., 1991). La 

clasificación propuesta en la actualidad los dividió en <X2A, ci2B y a 2c, siendo 

considerado el subtipo 012D una variante ortóloga de ra ta /ra tó n  para  el AR-o,2a 
hum ano (Bylund y cois., 1994; Docherty, 1998).

En este mismo periodo, 20 años después de su prim era clasificación, los ARs-Pi 

y P2 fueron clonados después de m uchas dificultades debidas a las peculiares 
características de sus genes (Dixon y cois., 1986; Frielle y cois., 1987). Por otro lado, 

comenzaba a ser aparen te  que no todas las respuestas m ediadas po r los ARs-p podían 
clasificarse en uno u o tro  subtipo sugiriendo la posibilidad de la existencia de m ás 
subtipos. Muy pronto  fue identificado un te rcer subtipo en células del tejido adiposo 
m arrón de rata, con muchas sim ilitudes pero  con m uchas o tras diferencias a los ya 
existentes (Arch y cois., 1984). Este subtipo de AR, insensible a los antagonistas más 

com únm ente usados, fue referido como "AR-p atípico" hasta  que con la identificación 
de agonistas selectivos (Bond y Clark, 1988), y con la clonación y caracterización 
m olecular del subtipo hum ano (Emorine y cois., 1989), pasó definitivam ente a 
denom inarse AR-P3. La clasificación aceptada en la actualidad considera los tres 

subtipos identificados tan to  farm acológicam ente como m olecularm ente: Pi, P2 y P3 

(Bylund y cois., 1994). Aún así han ido apareciendo num erosas evidencias de la 

existencia de un cuarto subtipo, el AR-P4 en tejido cardiaco (Kaumann, 1997; 
Kaumann y Molenaar, 1997), sin embargo este subtipo nunca ha podido ser clonado, 
quedando pendientes las pruebas definitivas para  aceptar su existencia (Storsbegr y 
cois., 1998), y parece bastante claro hoy en día que este receptor podría se r un estado 

conformacional de baja afinidad descrito para el AR-Pi (M olenaar y  Parsonage, 2005; 

Brodde y cois., 2006). Las investigaciones en el campo de los ARs-p han seguido 

avanzando describiéndose dos isoform as del subtipo P3 (Evans y cois., 1999) y más 

recientem ente se ha conseguido cristalizar y analizar a nivel estructural el AR-P2 

(Cherezov y cois., 2007; Rasm ussen y cois., 2007) que ha sido el p rim er receptor de 

7TM para  neurotransm isores cristalizado, seguido por el AR-Pi (W am e y cois., 2008).

Finalmente, una vez fueron aclaradas todas las confusiones, quedó firm em ente 
aceptada la clasificación usada a día de hoy que consta de 9 subtipos diferentes de 
ARs (ver Imagen 2) (Bylund y cois., 1994; Hieble y cois., 1995; García-Sáinz y cois., 
1999; Michelotti y cois., 2000). De ahora en adelante nos centrarem os en los 6 

subtipos objeto de nuestro  estudio en la presente tesis doctoral, los AR-ai (aiA, aiB, y 

a i D) y los AR-p (Pi, p2 y P3).
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1 .2  A d r e n o c e p t o r e s  a i

Los ARs-ai son los GPCRs encargados de recibir los estím ulos de A y NA, siendo 
los principales responsables de la regulación de los procesos fisiológicos que 
controlan estas catecolaminas tales como la contracción vascular, la fuerza de 
contracción del corazón, o la hipertrofia celular, p o r lo tan to  están directam ente 
implicados en la regulación de la presión arteria l (PA), del flujo sanguíneo, el 
inotropism o cardiaco, o la hipertrofia cardiaca en tre  otros, siendo las dianas 
terapéuticas de enferm edades tan  frecuentes como la h ipertensión arterial 
(Michelotti y cois., 2000; Hein y Michel, 2007).

Los tres subtipos descritos: aiA, aiB, y aiD, se encuentran  acoplados a la 
p roteína Gq/n, por lo que inician los procesos fisiológicos a través de la activación de 
la fosfolipasa C (PLC). Además estos receptores se encuentran  en m ayor o m enor 
m edida acoplados a otros sistem as de señalización intracelu lar como el de la proteína 
quinasa activada por mitógeno (MAPK), im portante vía im plicada en los procesos de 
regulación de la expresión de genes, síntesis de pro teínas y control del ciclo celular 
(Piascik y Pérez, 2001)

Por otro lado, la distribución de cada subtipo a lo largo del organism o varía, por 
lo que un subtipo u otro estará  más o m enos implicado en la contracción vascular y 
por lo tan to  en el control de la PA, o en uno u o tro  proceso fisiológico o patológico, 
dependiendo del territo rio  que se tra te  (Piascik y Pérez, 2001). Así pues, el 
conocimiento exacto de las diferencias en las funciones de los subtipos de ARs-ai 
estará  relacionado con las diferencias en tre  características tales como la distribución 
tisular, la eficiencia de acoplam iento a la proteína G, las vías de señalización capaces 
de activar y los sistem as de regulación propios de los recep to res (Tanoue y cois., 
2003). El estudio de estas características nos servirá para  en tender m ejor el papel 
fisiológico de estos ARs cuya alteración podría conducir al desequilibrio fisiológico 
que conduce a la enferm edad cardiovascular.

1 .2 .1  VÍAS DE SEÑALIZA CIÓN DE LOS A R S- a i

Como ya hem os indicado, los tres subtipos de ARs-ai, son receptores de 7TM 
acoplados a proteínas G, que m edian las señales enviadas po r las catecolaminas 
endógenas A y NA. Las proteínas G son proteínas heterotrim éricas, form adas por tres 

sub-unidades (a(3y), capaces de fijar moléculas de GDP. Cuando las catecolaminas, 

agonistas endógenos de los ARs, interaccionan con los am inoácidos que form an el
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punto de unión fárm aco-receptor, se produce un cambio conformacional en el 

receptor que induce su interacción con la sub-unidad a  de la proteína G, catalizando 
el paso de una molécula de GDP hacia una molécula de GTP, produciéndose la 

disociación del complejo aPy, quedando por separado las sub-unidades GPy po r un 

lado y la subunidad Ga-GTP po r otro, siendo así capaces de activar los sistem as 
efectores correspondientes (Valdizán y Pazos, 2003; Hubbard y Hepler, 2006).

El sistem a efector al cual es capaz de unirse la subunidad Ga-GTP de la familia 

de proteínas Gq/n  es la isoform a p de la PLC (Wu y cois., 1992). Con la activación de la 

PLCp se produce el inicio de la hidrólisis de los fosfolípidos de m em brana, el fosfatidil 
inosotol 4,5-bifosfato (PIP2) es hidrolizado dando 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y 
dialcilglicerol (DAG) (Fain y  Garcia-Saínz., 1980; Berridge, 1983). Una vez sintetizado, 
el IP3, es capaz de difundir desde la proxim idad de la m em brana celular hasta  el 
retículo endoplásm ico o sarcoplásm ico, donde se une a sus receptores específicos 
(IP3R). Estos receptores form an un canal que se abrirá tras su activación po r IP3, 
controlando así la salida de Ca+2 situado en el in terior del retículo y aum entando la 
concentración de Ca+2 en el espacio in tracelular (Streb y cois., 1983). Además este 
increm ento de Ca+2 in tracelu lar es capaz de activar la en trada del catión desde el 
espacio extracelular a través de los canales de Ca+2 dependientes de voltaje (Putney, 
1986). Por otra parte, el DAG sintetizado por la PLCp a p a rtir de PIP2, producirá la 
estim ulación de la pro teína quinasa C (PKC) (Nishizuka, 1984), la cual será capaz de 
fosforilar distintos substra tos que van a regular tanto el Ca+2, a través de la apertu ra  
de canales (Burt y cois., 1998), como la transcripción de distintos genes, en tre  ellos el 
de proteínas tan  im portantes en la contracción como la actina, a través de la vía de las 
MAPK (Kim y cois., 2008).

Por lo tanto, en últim a instancia la activación de los ARs-ai se caracteriza por 
el aum ento y la movilización del Ca+2 intracelular. Este aum ento favorecerá la unión 
de cuatro moléculas del catión a la proteína Calmodulina (CaM), de form a que ésta 
será capaz de activar la quinasa de las cadenas ligeras de miosina (MLCK) encargada 
de la fosforilación de la miosina, necesaria para la interacción Actina-Miosina, 
produciéndose el deslizam iento de los filamentos de miosina a lo largo de la actina, 
proceso fundam ental en la generación de fuerza y acortam iento del músculo liso y 
por lo tan to  responsable de la contracción vascular (Rembold, 1992) (Ver Imagen 3).

Además a lo largo de los años tam bién han aparecido evidencias de la 
activación de m uchas o tras vías de señalización (G¡, G0, Gs, G12/ 13, incluso Gh) p o r parte  

de los ARs-ai, así como la activación de otros sistem as efectores (PLA2, PLD, aum ento 
de AMPc, activación de canales de Ca+2, de intercam biadores de Na+-H+ y Na+-Ca+2, y
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activación/inhibición de canales de K+), m ostrándose num erosos segundos  

m ensajeros im plicados en la señalización m ediada por estos receptores, vías que en  

m uchos casos faltaría por determ inar cuál es su relación directa con las respuestas  

observadas, y m uchas de las cuales podrían ser activadas, inhibidas o perm anecer  

inalteradas dependiendo del tipo celular o del subtipo especifico de AR-ai del que se  

trate. Por otro lado tam bién se ha com probado la activación de la vía de las MAPK y la 

transcripción de genes a través de ERK o p38, entre otros, tras la activación de los 

receptores, dependiendo del subtipo que entre en juego, algo que se ha relacionado  

con los fenóm enos de hipertrofia y rem odelado tisular (Graham y cois., 1996; 

Hawrylyshyn y cois., 2004; Hein y Michel, 2007).

Célula de ,
Músculo''»
vascular

Im agen 3. Vía de señalizac ión  in tra c e lu la r  q u e  conduce  a la con tracc ió n  v ascu la r m ed iad a  p o r  
los ARs-ai. 1) Unión agonista-receptor y acoplam iento con la proteína Gq/n ; 2) Desacoplamiento de la 
subunidad Ga-GTP y activación de la PLCP; 3) Hidrólisis de PIP2 dando IP3 y DAG; 4) Activación del 
Receptor de IP3 y salida de Ca+2 del retículo; 5) Unión del Ca*2 a la Calmodulina; 6) activación de la 
MLCK y fosforilación de la Miosina; 7) Unión de Miosina-P con Actina y contracción; 8) Entrada 
capacitativa de Ca+2 extracelular; 9) Activación de PKC por DAG; 10) Activación de la vía de las MAPK y 
regulación del Ca+2.
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El resultado final de la activación de cada subtipo en un determ inado tejido 

dependerá de la proporción de ese determ inado subtipo, de la eficacia del 
acoplam iento de este receptor a la vía de señalización y sobre todo de la vía de 
señalización acoplada en esa localización específica. Cada subtipo m uestra diferencias 
significativas en la generación de señal. Se ha com probado que tras la estimulación 
po r un mismo agonista cada recep tor responde en grado diferente a la formación de 

IP3 (otiA > aiB £ cxid] y al aum ento de Ca+2 (ocia > aiB > <xid) (Theroux y cois., 1996).

Otro factor im portante relacionado con la respuesta, es el fenómeno de la 
actividad constitutiva. Según este fenóm eno algunos receptores como por ejemplo el 

subtipo aiD en el campo de los ARs (Noguera y cois., 1993; García-Saín y Torres- 
Padilla, 1999; Gisbert y cois., 2000), no siguen el "modelo del complejo ternario" 
utilizado durante años para describir la interacción agonista -  receptor -  proteína G 
(De Lean y cois., 1980), sino que se encuentran activos en ausencia de agonista, es 
decir, poseen actividad intrínseca o espontánea. Estos descubrim ientos obligaron a 
cam biar el modelo clásico por otro modelo que contem plara esta posibilidad. El 
nuevo modelo fue denom inado "modelo alostérico del complejo ternario" (Samama y 
cois., 1993) y describía al receptor en situación de equilibrio en tre  dos estados uno 
activo (acoplado a proteína G) y otro inactivo.

Estas diferencias observadas en el acoplam iento a la señal unido al fenóm eno de 
actividad constitutiva, pueden influir en el tipo de respuesta y por lo tan to  en el rol 
fisiológico de cada subtipo. Por ejemplo, se sabe que la cinética de contracción que 

proporciona la activación del subtipo aiA (el m ejor acoplado) es rápida, m ientras que 

para  el subtipo aiD (el peor acoplado) la contracción se produce de form a lenta y 
m antenida en el tiempo, diferencias que, si tenem os en cuenta la distribución tisular 
del AR, tam bién influirán en el control del flujo sanguíneo y /o  la irrigación de 
diferentes órganos (Gisbert y cois., 2 0 0 0 ,2003a; Ziani y cois., 2002), incluso pudiendo 
esta r relacionados con la génesis y /o  m antenim iento de patologías tales como la 
h ipertensión arterial, debido al m antenim iento sostenido de la señal incluso en 
ausencia de agonista y unido a la recuperación lenta del tono basal (Villalobos-Molina 
y Ibarra, 1999; Gisbert y cois., 2002).

Por otro lado, el acoplam iento a la vía de las MAPK en tre  otras, tam bién 
influirá en la función final del receptor, po r ejemplo se ha com probado que los 

subtipos aiA y aiB cardiaco, adem ás de sus funciones propias en el corazón, están 
implicados en la hipertrofia cardiaca y en el desarrollo y respuesta adaptativa del 
corazón (O'Connell y cois., 2003).
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1.2.2 Distribución tisular y Papel fisiológico de los ARs-ai
Como hem os m encionado, la respuesta  final de cada subtipo dependerá de 

muchos factores, en tre  ellos su localización a lo largo del organismo. La familia de los 
GPCRs es la familia de receptores m ás am pliam ente distribuida por todo el 

organismo, y el grupo de ARs-ai hace honor a su familia, encontrándose am pliam ente 
distribuidos por gran cantidad de tejidos y órganos, en d istinta proporción y con 
diferentes funciones (ver Imagen 4).

Muchos trabajos han encontrado ARNm y proteína para los tres subtipos de 

ARs-ai en arterias de ra ta  (Piascik y cois., 1995, 1997; Guarino y cois., 1996) y 
hum anas (Rudner y  cois., 1999), siendo diferente la proporción de cada subtipo según 

el te rrito rio  y  según las necesidades. Por ejemplo, el subtipo aiA m edia la contracción 
de las a rterias caudal, renal y m esentérica distal (Piascik y cois., 1995; Hrometz y 
cois., 1999; Gisbert y cois., 2003b), y de los tram os más alejados del árbol arterial 
donde la regulación del tono basal debe se r rápida garantizando un ajuste rápido del 
calibre del vaso y por lo tanto  controlando la irrigación del tejido según sus 
necesidades (Gisbert y  cois., 2003b). Por otro lado el subtipo aiD se encuentra 
expresado sobre todo en la aorta, y las arterias femorales, iliacas y m esentérica 
proxim ales (Piascik y cois., 1995; Hrometz y cois., 1999; Gisbert y cois., 2000), vasos 
de conductancia en los que el papel de este subtipo es muy im portante ya que evita 
cambios bruscos en el calibre de los vasos controlando el m antenim iento del flujo 
sanguíneo en unos niveles estables (Ziani y cois., 2002). M ientras que para  el subtipo 

aiB, tam bién expresado en todos los vasos pero en proporción m enor a los otros 
subtipos (Marti y cois., 2005), hay poca evidencia de su papel exacto en la contracción 
vascular, pero sí que parece estar implicado de alguna m anera en ella (Cavalli y cois., 
1997; Daly y cois., 2002).

Si bien originalm ente se pensaba que en los vasos en los que estaban 
expresados los tres subtipos, sólo un subtipo m ediaba la contracción m ientras que se 
desconocía la función de los subtipos que no la m ediaban, hoy en día gracias a 
estudios con ratones knockout (KO) (Cavalli y cois., 1997; Tanoue y cois; 2002a; 
Rokosh y Simpson, 2002), ha quedado claro que los tres subtipos están implicados en 

la contracción vascular, siendo los subtipos aiA y am  los más implicados y el subtipo 

aiB el que contribuye en m enor proporción (Daly y cois., 2002), incluso se ha llegado 
a p roponer un papel crítico de éste ultimo subtipo que regularía el tono vascular, 
como m ediador de los estím ulos sim páticos baroreflejos en la sinapsis 
neurom uscular (Townsend y cois., 2004), algo que aún hoy en día no está del todo 
bien definido.
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Además de en los vasos, tam bién podem os encontrar los tres subtipos en el 

corazón, donde al parecer los subtipos m ayoritarios en ra ta  o ratón serían aiB £ aiA 
(Price y cois., 1994; Faure y cois., 1995, Graham y cois., 1996), con ciertas diferencias 

con respecto al corazón humano, donde el subtipo aiA destaca como m ayoritario 
(Graham y cois., 1996; Jensen y cois., 2009b), pero al parecer con niveles sim ilares en 
todas las partes o cám aras del corazón (Wolf y cois., 1998). Los modelos con ratones 
KO m encionados tam bién han aportado información sobre el papel de los subtipos en 

la regulación de la función y rem odelados cardiacos. Se sabe que los subtipos aiA y 

aiB están  implicados en la contractilidad cardiaca, y son responsables del desarrollo 
del corazón y del rem odelado adaptativo o la hipertrofia cardiaca (O'Connell y cois., 

2003; Philipp y  Hein, 2004); m ientras que el subtipo m inoritario, el cxid, parece estar 
relacionado con la contractilidad de las coronarias (Chalothorn y cois., 2003), ya que 
adem ás ha sido descrito como subtipo principal en estos vasos y ejerce un efecto 
com pensatorio ante la falta de los subtipos m ayoritarios (Turnbull y cois., 2003; 
Jensen y cois., 2009a). En la actualidad está clara la contribución de los tres subtipos 
en el control de la presión arterial, su implicación en los cambios a largo plazo en la 
morfología y  función cardiaca, y probablem ente tam bién en el rem odelado a nivel 
vascular, claram ente relacionados con patologías cardiovasculares como la 
H ipertensión o la Insuficiencia Cardiaca (Hague y cois, 2003; Koshimizu y cois, 2003; 
Philipp y Hein, 2004).

En el riñón tam bién se han descrito los ARs, siendo m ayoritario el subtipo cxib 

£ aiA según su localización (Gopalakrishanan y cois., 1993; Graham y cois., 1996), 

pero su rol funcional no parece estar claro aún. Al parecer tanto aiA, en m ayor grado, 

como aiD controlarían la contracción de las arteria  renales, distales y proxim ales 
respectivam ente, regulando el flujo sanguíneo del riñón (Elhawaiy y cois., 1992; 
Villalobos-Molina y cois., 1997). Por otro lado, es sabido que una estim ulación 
sim pática prolongada en el riñón aum enta la reabsorción de agua y de Na+ (efecto 
antidiurético), y es capaz de producir hipertensión (Yoshida y Satoh, 1991). 

Numerosos estudios indican que los ARs-ai aum entan la retención de Na+ (Osborn y 
cois., 1983; Elhawary y  cois., 1992; Sattar y Johns, 1995) y  al parecer sería el subtipo 

aiB quién m ediaría este proceso en las células del túbulo distal (Elhawary y Pang, 
1994), de form a especialm ente m arcada durante el desarrollo de la hipertensión, 
contribuyendo al inicio de la enferm edad m ientras que su m antenim iento podría 

depender de otro grupo de ARs, los a i  (Gesek, 1999).

Tam bién han sido descritos los ARs-ai en muchos otros tejidos: en conductos 

deferentes, siendo los subtipos predom inantes aiA y am  (Ohmura y cois., 1992; 
Moriyama y cois., 1997), en próstata  (Marshall y cois., 1995) y músculo de la vejiga



R e v is ió n  B ib l io g r á f ic a

urinaria con proporción sim ilar (Malloy y cois., 1998; M ichelotti y  cois., 2000), en 

hígado, donde parece que el subtipo aiB estaría  implicado en tre  o tras funciones en el 
m etabolism o glucídico (Cotecchia y cois., 2002), en cortex cerebral, hipocampo, 

glándulas p itu itaria  y  salivaría, pulm ón y bazo, con diferentes proporciones (Price y 
cois., 1994; Graham y cois., 1996), estando implicados en num erosas funciones 
fisiológicas y  enferm edades asociadas. Se encuentran  d istribuidos a lo largo del 
sistem a nervioso central, pero el rol específico de cada subtipo aún  no está  m uy claro 
debido a la falta de agonistas selectivos que atraviesen la b a rre ra  hemato-encefálica; 

aún así se sabe que los ARs-ai están implicados en el control de funciones como la 
actividad m otora, el movim iento fino, y al parecer estudios con anim ales transgénicos 

y KO relacionan el subtipo aiB con la neurodegeneración, disfunción locomotriz, 
incluso implicado en la estim ulación locom otora y efectos gratificantes de varias 
drogas de abuso, así como en la capacidad exploratoria y  la m odulación de la 
m em oria (Zuscik y cois, 2001; Stone y cois, 2001; Drouin y cois, 2002).

Por otro lado algunos, aunque m uy pocos, au tores han  descrito  la presencia de 

los ARs-ai en células del sistem a inm une como linfocitos y /o  m onocitos periféricos 

circulantes, encontrando una mínima expresión de los subtipos aiB £ aiD, m ientras 

que el subtipo aiA sería el de m enor presencia (Ricci y cois., 1999; Tayebati y cois., 

2000), otros au tores no han podido detectarlos atribuyéndose esta  falta de ARs-ai, al 
parecer, a las condiciones de reposo funcional de la actividad propia del linfocito 
(Rouppe van d er Voort y cois., 1999). En cualquier caso, tam bién  se ha visto que la 
activación de linfocitos puede modificar la expresión de d iferentes receptores. 
Concretam ente ha sido estudiado como en linfocitos y  m onocitos se induce la 

expresión de los AR-ai al se r estim ulados con sustancias como el lipopolisacárido, la 

fitohemaglutinina, la dexam etasona o con agonistas de los AR-02, observándose un 

aum ento en la expresión de dos subtipos, los AR-aiBy aiD (Rouppe van d er Voort y 
col. 1999, 2000). Dentro de la discrepancia existente en el campo, parece que la única 
nota en com ún en tre  aquellos que de una m anera u o tra  han  detectado la presencia 

de los ARs-ai en estas células es, que el subtipo m inoritario  e incluso a veces 

indetectable, parece se r el AR-aiA, aunque todo esto dependería  de las condiciones 
del paciente o incluso de la célula. A pesar de todo, aún no está  m uy claro el papel 

exacto de los ARs-ai en la regulación/activación de la célula inm une (Kavelaars, 
2002), pero sí que se ha sugerido la posibilidad de usarlos como bio-m arcador o 
modelo hum ano de enferm edades cardiovasculares en tre  o tras, ya que podría  reflejar 
cambios en estos receptores en el organism o (Ricci y cois., 1999; Tayebati y cois., 
2000). En el apartado  2.3 de la p resen te  tesis, se abordará  el tem a con m ayor 
profundidad.
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Im agen 4. D istribución  de los A Rs-ai a lo la rg o  de l s is tem a  card iovascu lar.

Es im portante rem arcar que m uchos de los avances en este campo han sido 

obtenidos gracias a la generación de ratones KO para los distintos subtipos, avances 

para los que convendría tener en cuenta que la falta de un determ inado receptor  

puede ser com pensada por otros m ecanism os (Rohrer y Kobilka, 1998), por lo que 

puede resultar peligroso asum ir que la única diferencia entre un ratón KO y su 

respectivo control, es sim plem ente la falta de un gen (Guimaraes y Moura, 2001). 

Además tam bién hay que decir que no siem pre se  han encontrado correlaciones entre 

los n iveles de ARNm y la proteína detectada o la funcionalidad (García-Sáinz y cois., 

1999; Guimaraes y Moura, 2001).
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1 .3  A d r e n o c e p t o r e s  p

Los ARs-p son GPCRs encargados de m ediar las respuestas cardiovasculares 
frente a la NA liberada de las term inaciones nerviosas y la A circulante. Estas 
respuestas llevan a procesos tan  im portantes como los de relajación del músculo liso 
vascular, la relajación de las vías aéreas, la contractilidad y el control del ritm o 
cardiaco y hasta el m etabolism o lipídico y de la glucosa. Así pues, este grupo de ARs 
estará  implicado en el control de la PA, del flujo sanguíneo, en el cronotropism o e 
inotropism o cardiaco y por lo tanto  en el control de la frecuencia cardiaca (FC), 

coinvirtiéndose así, al igual que los ARs-ai, en im portan tes dianas terapéuticas en 
enferm edades cardiovasculares como la hipertensión arterial, arritm ias cardiacas o la 
insuficiencia cardiaca, incluso en enferm edades resp iratorias como el asma, o en la 
obesidad en tre  otras (Guimaraes y Moura, 2001).

Los tres subtipos descritos: Pi, P2, y P3, se encuentran  acoplados a la proteína Gs, 
por lo que inician los procesos fisiológicos a través de la activación de la Adenilato 
ciclasa (AC) y acumulación de su segundo m ensajero, el adenosin-m onofosfato cíclico 
(AMPc), seguido de la activación de la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) 
que es capaz de fosforilar o tras proteínas involucradas en la contracción-relajación 
muscular, en la regulación metabólica, en el control del crecim iento tisular, o capaces 
de inducir la m uerte o la supervivencia celular. Además estos receptores se 
encuentran, según el subtipo y /o  localización, o según el tiem po de estim ulación por 
el agonista, acoplados a o tras proteínas G como la pro te ína  Gi, que m edia el efecto 
opuesto a la Gs, a través de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) resultando en procesos 
de cardioprotección, o de apoptosis m ediada por la vía de la pro teína quinasa II 
dependiente de Ca+2-calmodulina (CaMKII). Así un subtipo, en un m om ento 
determ inado, puede ser cardioprotector y o tro puede estim ular la hipertrofia 
cardiaca o la apoptosis, según la vía a la que se acoplen y p o r lo tan to  m uy im portante 
en la génesis o evolución de enferm edades como la insuficiencia cardiaca (Xiao y cois., 
2004,2006).

En éste caso la distribución de cada subtipo a lo largo del organism o tam bién 
varía, po r lo que un subtipo u o tro podría estar más o m enos implicado en uno u otro 
proceso fisiológico o patológico, dependiendo del te rrito rio  que se tra te , p o r ejemplo 

los ARs-p periféricos más abundantes (AR-P2) controlan la relajación vascular, y por 

otro lado el subtipo más abundante en el corazón (AR-Pi) m edia la contracción y el 
ritm o cardiaco, m ientras que el subtipo m inoritario, m ás abundante  en tejido adiposo 

(AR-P3) está implicado en el control de la lipólisis. Pero a su vez pueden m ediar otros 
efectos adicionales o efectos sim ilares en un mismo tejido, tam bién dependiendo del
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tiem po de estim ulación por el agonista que marcará el acoplam iento a una u otra 

proteína G, adem ás de los m últiples procesos de regulación a los que estos receptores  

se som eten  tras la estim ulación por agonistas, que tam bién dependerán de la 

sensibilidad de cada subtipo frente a estos (Guimaraes y Moura, 2001).

1.3.1 V ÍA S  DE SEÑ ALIZ A CIÓ N  DE LOS ARS-fi

Como ya hem os indicado, al igual que los anteriores, los tres subtipos de ARs- 

p, son receptores de 7TM acoplados a proteínas G, que m edian las señales enviadas 

por las catecolam inas endógenas A y NA. En este caso, su principal vía de 

señalización, la vía clásica, com ienza gracias al acoplam iento con la proteína Gs

Célula de 
Músculo' 
bascula'

Im agen 5. Vía de  señ a lizac ió n  in tra c e lu la r  que  conduce  a la re la jac ión  v ascu la r m ed iad a  p o r los 
ARs-p. 1) Unión agonista-receptor y acoplam iento con la proteína Gs; 2) Desacoplamiento de la 
subunidad Ga-GTP y activación de la AC; 3) Síntesis de AMPc; 4) Activación de la PKA; 5) Salida de Ca+2 
del espacio intracelular y entrada al retículo; 6) Separación del Ca*2 de la Calmodulina; 7) Inhibición de 
la MLCK; 8) Defosforilación de la Miosina-P y Relajación; 9) Activación de la vía de las MAPK.
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En células del músculo liso vascular, cuando la subunidad Gsa  se disocia, se 

activa la vía clásica descrita para  los ARs-p que cursa con la activación de la AC, 
generación de AMPc y activación de la PKA que fosforila p ro teínas asociadas a la 
relajación vascular. Además el AMPc es capaz de inhibir la liberación de Ca+2 de los 
depósitos intracelulares, reduce la entrada de Ca+2 del exterior celular, y estim ula la 

recaptación intracelular de Ca+2, con lo que la concentración del catión en el espacio 
intracelular bajará, im pidiéndose la unión a la calm odulina y así, im pidiendo la 
activación de los m ecanismos de contracción, favoreciéndose la relajación vascular 
(Rembold, 1992; Johnson, 1998) (ver Imagen 5). Además hay num erosos m ecanism os 
independientes de AMPc que tam bién conducen a la vasorelajación, pero  aún queda 
por determ inar su relevancia fisiológica (Tanaka y cois., 2005).

En el músculo cardiaco, tras la activación de los ARs-Pi y -P2, se producen 

fenómenos más complejos. Por un lado, disocia la subunidad Gsa  que activa la enzim a 
AC generándose AMPc con la consiguiente activación de la PKA que fosforilará, en tre  
o tras proteínas, los canales de Ca+2, induciendo con ello la liberación del catión del 
sarcolem a favoreciendo así los procesos que conducen a la contracción m uscular 
(Bristow y cois., 1989). Tam bién es sabido que éstos recep tores son capaces de 
acoplarse a segundos m ensajeros (PKA/Fosfolambam) encargados de fosforilar 
proteínas que conducen al efecto contrario, bajada del Ca+2 in tracelu lar e incluso 
inhibición de la unión de proteínas como la troponina necesarias para  la contracción, 
y por lo tanto  relajación m uscular (M olenaar y cois., 2000).

Además, se ha dem ostrado que en corazón el AR-P2 tiene o tros efectos debido 
a un acoplam iento dual. Tras una estimulación sostenida por el agonista este subtipo 
se acopla a la proteína G¡ que posee carácter inhibitorio sobre la AC (Xiao y  cois., 
1995; Daaka y cois., 1997a; Kilts y cois., 2000), y más recientem ente se ha 
dem ostrado la relación que existe entre esta activación de la p ro te ina  G¡ m ediada por 

AR-Pz y o tras vías de señalización como la vía PI3K/Akt y la vía de las MAPK (ERK1/2 
y p38), de efecto antiapoptótico y por tan to  cardioprotector (Communal y cois., 1999, 
2000; Chesley y  cois., 2000; Zhu y cois., 2001; Xiao y cois., 2004, 2006), pudiendo 
incluso estar d irectam ente acoplado al factor regulador del intercam bio Na+/H + (Hall 
y cois., 1998). Por otro lado, el aum ento de Ca+2 in tracelular que conduce a la 

contracción del músculo cardiaco m ediado por el AR-Pi a través de la vía de la 
proteína Gs, tam bién favorecerá a largo plazo la activación de la vía apoptótica de la 
CaMKII, favoreciéndose el deterioro  del corazón (Zhu y cois., 2001, 2003; W ang y 
cois., 2004), m ientras que po r o tro lado esta vía de la CaMKII, independiente de la 
activación de PKA, está implicada en el desarrollo del corazón y po r lo tan to  en la 
hipertrofia o desarrollo inadecuado (Morisco y cois., 2001). En condiciones norm ales,
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el subtipo Pi se encuentra exclusivam ente acoplado a la vía de la proteína Gs, 

m ientras que el subtipo P2 activa am bas vías (Gs y G¡), siendo este  acoplam iento un 

punto im portante en la regulación de la actividad del receptor, ya que adem ás la vía 

G¡/PI3K inhibe la respuesta m ediada por Gs, controlando los efectos inotrópicos del 

m ism o (Chesley y cois., 20 0 0 ) (ver Imagen 6).

Célula de 
Músculo 
Cardiaco

ApoptosisApoptosis

CARDIOPROTE IPAlOROCAAWACO *c\ co9v 
MtMKTHOflA ** rÚ

Im agen 6. Vía d e  señ a lizac ió n  in tra c e lu la r  que conduce a la con tracción  card iaca  m ed iad a  p o r 
los ARs-p. 1) Unión agonista-receptor y acoplam iento con la proteína Gs; 2) Desacoplamiento de la 
subunidad Ga-GTP y activación de la AC; 3) Síntesis de AMPc; 4) Activación de la PKA; 5) Salida de Ca*2 
del retículo sarcoplásm ico y contracción del músculo cardiaco; 6) Activación de la vía CaMKII a partir 
de la Gs tras estim ulación sostenida del AR-Pi y activación de la apoptosis con deterioro cardiaco; 7) 
Estimulación sostenida del AR-p2 y acoplam iento a la proteína G¡; 8) Inhibición de la AC; 9) Activación 
de la vía de PI3K y de las MAPK; 10) Inhibición de la proteína Gs; 11) Inhibición de la apoptosis y efecto 
ca rd iop ro tec to r.

Se requiere una consideración aparte para hablar de los ARS-P3 . Estos ARs son  

activados por las catecolam inas a altas concentraciones, mucho m ayores que para los 

otros subtipos, sugiriendo que podrían activarse en situaciones en las que el t 

sim pático sea alto (Gauthier y cois., 2007). Estos receptores, com o los otros su
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tam bién m edian relajación del músculo liso acoplándose a la vía clásica 
Gs/AMPc/PKA, pero al parecer podrían esta r activando otros m ecanism os a través de 
o tras vías (Tanaka y cois., 2005; Gauthier y cois., 2007). El tipo de respuesta  tam bién 
variará con respecto a su localización e incluso dependiendo de la especie estudiada, 
así en muchos vasos produce vasorelajación por aum ento del AMPc in tracelular en las 

células del músculo liso vascular (Tamaoki y cois., 1998), m ientras que en otros como 
por ejemplo, la aorta torácica de rata, se produce vasorelajación dependiente de la vía 
del oxido nítrico (NO), por estar localizado principalm ente en el endotelio, que es 
capaz de activar la enzima guanilato ciclasa (GC) soluble que producirá guanosin 
monofosfato cíclico (GMPc), este nucleótido activaría la proteína quinasa dependiente 
de GMPc (PKG) que reduce la concentración de Ca+2 intracelular e inhibe proteínas 
contráctiles, provocando la relajación en células m usculares (Trochu y cois., 1999; 
Rautureau y cois., 2002; Rozec y Gauthier, 2006).

En el corazón, la estim ulación selectiva de este subtipo 03 provoca inotropism o 
negativo como válvula de escape ante un estim ulo adrenérgico intenso, pero todos los 
m ecanismos por los que se produce aún están por aclarar (Gauthier y cois., 1996,
2007). Al parecer, este fenóm eno podría deberse a su acoplamiento exclusivo con la 
proteína G¡/o, que no cursa esta vez con inhibición de la AC, sino con la estim ulación 
de la vía del NO/GMPc/PKG, probablem ente tras la activación de la NO sintasa 
endotelial (eNOS) (Gauthier y cois., 1998; Sterin-Borda y cois., 2006), p resen te  
tam bién en cardiomiocitos (Schulz y cois., 2006), pero tam bién se ha sugerido la 
posibilidad de la activación de o tras vías que ejercen efectos protectores frente a los 
efectos cardiotóxicos inducidos p o r las catecolam inas (Gauthier y cois., 2007).

No obstante, de acuerdo con el calibre de los vasos, se ha sugerido que los 

otros subtipos de ARs-p, adem ás del ya mencionado P3, tam bién podrían estar 
provocando relajación vascular vía NO (NO/GMPc/PKG) en grandes vasos, 
probablem ente por su presencia en las células endoteliales, m ientras que en arterias 
pequeñas la relajación vascular sería NO-independiente (AC/AMPc/PKA) al 
localizarse en células del músculo liso (Priest y cois., 1997; Ferro y  cois., 1999; Trochu 
y cois., 1999; Guimaraes y  Moura, 2001; Vanhoutte, 2001).
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1.3.2 Distribución tisular y Papel fisiológico de los ARs-p

Los ARs-p al igual que los a i  se encuentran am pliam ente distribuidos a lo 

largo del organismo. Desde su descubrim iento, se clasificaron los subtipos según sus 

efectos en diferentes órganos siendo el subtipo Pi el responsable de la contracción del 

corazón, y el subtipo P2 el responsable de la relajación del músculo liso vascular, de 
las vías aéreas y del músculo uterino  (Lands y cois., 1957). Conforme se fueron 
am pliando los conocimientos y con el uso de nuevas técnicas m ás especificas, se fue 

descubriendo que los tres subtipos de ARs-p se encontraban expresados en 
num erosos tejidos y órganos (ver Imagen 7), incluso tal y como acabam os de ver con 
funciones diferentes y a veces opuestas.

Si bien tradicionalm ente se describió que el responsable de la relajación del 

músculo liso era  el AR-P2, hoy en día se sabe de la presencia de los tres subtipos, pero 
por lo general sigue siendo este subtipo el m ayoritario, aunque esto varía según 
territorios. Por ejemplo, se sabe que en grandes vasos de conductancia como la aorta, 
las arterias m esentérica, esplénica y pulm onar entre otras, el m ayoritario es el 

subtipo P2, al m enos a nivel funcional, y por lo tanto  responsable de la vasodilatación, 
y del control del flujo sanguíneo, m ientras que en vasos pequeños como las arterias 
coronarias (Begonha y cois., 1995) y las arterias m esentéricas de resistencia quién 

predom ina es el p i y por lo tan to  el principal implicado en la vasorelajación en estos 

tejidos (Briones y cois., 2005). Por otro lado tam bién se ha descrito el subtipo P3 en 
células del músculo liso vascular (Tamaoki y cois., 1998) siendo su efecto muy bajo, 
pero sobre todo en el endotelio, cuyo efecto vasodilatador viene mediado por la 
producción de NO (Trochu y cois., 1999).

En cuanto a la distribución en el corazón, tam bién se encuentran presentes los 

tres subtipos, siendo el de m ayor porcentaje el subtipo Pi (70-80% ) frente a P2 (20- 

30%) (Brodde, 1991) y el m inoritario con diferencia el P3. El subtipo Pi sería el 

principal responsable de la contracción m uscular del corazón y del control del ritm o 
cardiaco, por lo tan to  muy im portante en el control de la FC y del gasto cardiaco, 

m ientras que el subtipo P2 estaría  implicado en m enor m edida en la contracción 

debido a que se encuentra inicialm ente secuestrado en las caveolas (Rybin y cois., 

2000). Ambos subtipos m ayoritarios Pi y P2 aum entan la fuerza de contracción, pero 
tam bién están implicados en la aceleración de la relajación en el corazón, tanto  a nivel 
auricular como ventricular (M olenaar y cois., 2007). Además, tal y como hem os visto, 

una estim ulación sostenida del AR-Pi cardiaco provocaría deterioro del corazón por 
estim ular la apoptosis (efecto nocivo), m ientras que el estimulo sostenido del subtipo 

P2 facilita el cambio de vía, activándose los efectos cardioprotectores (efecto
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beneficioso), po r lo que la estim ulación sostenida o no de am bos receptores, o la 

proporción o densidad de cada subtipo, estarán  muy implicadas en el rem odelado del 
corazón, o en el deterioro  progresivo descrito en enferm edades como la insuficiencia 
cardiaca, y  m uy im portante a la hora de establecer una terap ia  com binada frente a 

esta enferm edad (Xiao y cois., 2004, 2006). El subtipo m inoritario en corazón, el 0 3 , 
produce inotropism o negativo posiblem ente como válvula de escape an te  un estim ulo 
adrenérgico intenso, pero su efecto no está aún del todo claro, aunque tam bién parece 
estar implicado en patologías cardiovasculares como la insuficiencia cardiaca o la 
h ipertensión [G authier y cois., 1996, 2006).

En riñón el subtipo predom inante es el Pi > P2. Al parecer el subtipo P2 se 

encontraría  en las term inaciones nerviosas recibiendo los estím ulos sim páticos 
asociados con los vasos que irrigan el riñón, produciendo vasodilatación, en los 

grandes vasos renales y de m anera m uy m inoritaria en los túbulos, m ientras que el Pi 
es el m ayoritario en  estructuras como el glomérulo y los túbulos distales (Summers y 

Kuhar, 1983; Lakhlani y cois., 1994). Se ha visto que los agonistas p inhiben la 
excreción de K+, estim ulan la reabsorción de fluidos, y /o  favorecen la reabsorción de 
NaCl según sea su localización en los túbulos o en el asa de Henle en tre  o tras zonas 

(Garg, 1992). Además tam bién es sabido que la estimulación Pi produce un aum ento 
de la liberación de renina y po r lo tan to  de la formación de agiotensina II lo que se 
añadirá al efecto de aum ento de reabsorción tubular (Osborn y  cois., 1981), la falta de 

los receptores Pi y P2 reduce significativamente la liberación de renina, y el receptor 

P3 m inoritario no tendría  efectos m arcados [Kim y cois., 2007).

En linfocitos, la presencia de los ARs-p, lleva mucho tiem po siendo estudiada 
desde que se describieran por prim era vez (William y cois., 1976). El subtipo 

m ayoritario es el P2 (Loveland y cois., 1981), así pues tam bién ha sido el más 
estudiado, siendo en parte  responsable de la regulación en la producción de citocinas, 
o de la proliferación y diferenciación celular, y se ha com probado su participación en 
la progresión de enferm edades autoinm unes como la a rtritis  reum atoide o la 
esclerosis m últiple (Kohm y Sanders, 2001; Sanders y  Straub, 2002). Incluso se ha 

llegado a sugerir que el AR-P2 pudiera se r la conexión en tre  el sistem a nervioso y el 
sistem a inm une (Kin y Sanders, 2006). Por otro lado, en órganos con alta densidad de 

ARs-p como pulm ones y corazón, se ha visto como cambios en la expresión del AR-P2 

observados tra s  estim ulación crónica por catecolaminas son cualitativam ente 
sim ilares a los cambios observados en linfocitos [Aarons y Molinoff, 1982). Incluso se 

ha observado una correlación en la densidad de los ARs-p en tre  m iocardio y 
linfocitos, proponiendo los linfocitos como herram ienta para m onitorizar los posibles 
cambios inducidos po r la adm inistración de fármacos o por enferm edades en órganos
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de difícil acceso, con el objetivo de mejorar la efectividad de los tratam ientos (Brodde 

y cois., 1986). Adem ás, se han visto  cam bios en la expresión de los ARs en linfocitos 

en enferm edades cardiovasculares como la hipertensión arterial (Brodde y cois., 

1985; Parfyonova y cois., 1988 ) y  la insuficiencia cardiaca entre otras (Iaccarino y 

cois., 2005; Yu y cois., 2007). Recientem ente se ha descrito el subtipo 03 como 

m inoritario en linfocitos circulantes, siendo la distribución de los tres subtipos 0 2  > 0i 

»  03 (Yu y cois., 2007).

Riñón

Túbulos
Renales! P i > > 0 2 > >  0 3

Arterias clisteles 
y de resistencia

P l  >  p 2 >  p 3

Aorta y vasos de conductancia

P2 -  Pi > P3

Pl>p2 »  P3

P 2 > 0 !  »  0 3

Linfocitos

Corazón Arteria 
Renal: 02

Im agen 7. D istribución  de los ARs-0 a lo largo del s is tem a card iovascu lar.

También han sido descritos en otros tejidos. Los ARs-0 juegan un papel 

im portantísim o en el pulm ón ya que se encuentran expresados en el epitelio  de las 

vías aéreas, principalm ente el AR-02, m ayoritario en los pulm ones, que es el 

responsable de la relajación de la musculatura lisa de los m ism os (Nijkamp y cois., 

1992; Abraham y cois., 20 0 3 ) y  por lo tanto está muy im plicado en enferm edades
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pulm onares obstructivas, siendo una diana terapéutica m uy utilizada en 

enferm edades como el asm a (Waldeck, 2002). El subtipo (3i se encuentra  en m enor 

proporción en  este tejido (M inneman y cois., 1979). El subtipo P2 tam bién es el 
m ayoritario y por lo tan to  el responsable de la relajación del m úsculo liso del útero, 
por lo que sus agonistas selectivos son usados en la prevención del parto  prem aturo  

(Tanaka y cois., 2005). Tam bién se localizan en otros tejidos como el esófago donde 

predom ina el Pi (Horinouchi y  cois., 2003), el músculo liso del trac to  gastrointestinal 

donde el P3 regula la m otilidad (Anthony y cois., 1998) y el tejido adiposo donde el 

mismo subtipo P3 tam bién parece se r el m ayor implicado en la lipólisis y la 
term ogénesis (Arch y cois., 1984). Median la relajación del m úsculo liso de la vejiga 

urinaria (el m ás im portante es el subtipo P3), la u re tra  (donde predom ina el P2) y  la 

p róstata  donde parece que predom ina P3 dependiendo de especies (Michel y  Vrydag, 

2006). En diferentes partes del cerebro tam bién han sido localizados, siendo Pi 

m ayoritario en partes como el hipocam po o el cortex, y  P2 únicam ente en el cerebelo 

(M inneman y cois., 1979), siendo m inoritario el subtipo P3 (Rodríguez y cois., 1995), 
participando todos ellos en m ayor o m enor medida en los cambios de 
com portam iento relacionado con el estrés, la ansiedad o la depresión  en tre  otros 
trasto rnos m entales (Gorman y Dunn, 1993; Ramos y Arnsten, 2007). Por último 
tam bién podem os encontrarlos en el músculo esquelético, donde el subtipo 
m ayoritario P2 es responsable de la hipertrofia m uscular vía PI3K/Akt (Lynch y Ryall,
2008).

1 .4  R e g u la c ió n  d e  los R e c e p t o r e s  A d r e n é r g ic o s : las G RK s

Toda la complejidad en la señalización m ediada por los ARs, así como el resto  de 
GPCRs, que acabam os de ver, precisa de la existencia de sistem as de regulación que 
lim iten y adapten  la actividad de estos receptores a las necesidades fisiológicas de la 
célula y /o  del organismo. Así pues, se han descrito diversos m ecanism os que actúan a 
nivel del receptor, de las proteínas G o de los efectores celulares como finalizadores o 
atenuadores de la señal iniciada por el agonista y que implican el desarrollo de 
fenóm enos tam bién conocidos como desensibilización, intem alización y reciclaje o 
resensibilización de los receptores. Estos procesos incluso pueden ser responsables 
del acoplam iento de los receptores desensibilizados a o tras vías de señalización 
(Mayor y Penela, 2003).
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En definitiva, hay m últiples m ecanism os que controlan la señal y  la densidad de 

los GPCRs, participando en el apagado o desensibilización del recep to r tras la unión 
del agonista y  la activación del mismo. Muchos receptores son fosforilados por 
proteínas quinasas im pidiendo su acoplam iento a las p roteínas G, esta  fase inicial de 
la desensibilización ocurre ráp idam ente en cuestión de segundos o m inutos desde la 
interacción con el agonista (Bouvier y cois., 1988). Los receptores fosforilados son 
secuestrados de la superficie celular o internalizados po r proteínas específicas en una 
segunda etapa más tard ía  (necesita varios m inutos e incluso horas), siendo desde ese 
m om ento inaccesibles para  los ligandos (Oakley y cois., 1999). En algunos casos esta 
internalización será  irreversib le y conlleva la degradación del receptor, y por lo tanto 
una reducción en el núm ero to ta l de receptores presentes en la célula, es el proceso 
conocido como regulación a la baja o dism inución regulada (del inglés down- 
regulatiori), y su recuperación es muy lenta ya que requiere la síntesis de nuevos 
receptores (Hadcock y Malbon, 1988). En muchos otros casos, la m ayoría de ellos, el 
receptor secuestrado es devuelto a la superficie celular (Pippig y cois., 1995; Oakley y 
cois., 1999). Estos tre s  tipos de eventos que han sido nom brados como: fosforilación, 
internalización, y  degradación/reciclaje, están involucrados en el proceso de 
desensibilización de los receptores, y se encuentran  regulados p o r num erosos tipos 
de señales y  pro teínas reguladoras que dependerán del tipo de recep to r o de su 
localización en un órgano determ inado (Bünemann y cois., 1999; Ferguson, 2001).

La desensibilización de los receptores puede se r de dos tipos: Homologa o 
Heteróloga. La desensibilización homologa es aquella estrictam ente dependiente del 
agonista, capaz de desensibilizar únicam ente a aquellos receptores que hayan sido 
previam ente activados po r él (Lohse y cois., 1989). Por otro lado, la desensibilización 
heteróloga es aquella que se debe a la activación de otros receptores 
independientem ente de que el receptor desensibilizado haya sido previam ente 
activado o no, o lo que es lo mismo, es una desensibilización en ausencia de agonista 
y que, adem ás, es independiente al resto  de procesos y donde no interviene la 
internalización del recep to r (Lohse y cois., 1990). En ambos casos la fosforilación del 
receptor es un paso clave y necesario llevado a cabo por dos tipos de quinasas: las 
quinasas dependientes de segundos m ensajeros (PKC y PKA) en el caso de la 
regulación heteróloga, y  po r quinasas específicas, las quinasas de los GPCRs, más 
com únm ente conocidas como GRKs, en el caso de la regulación homologa, todas ellas 
capaces de fosforilar residuos de serina y treonina del te rcer lazo intracelular y  del 
extrem o C-terminal del recep to r (Benovic y  cois., 1986; Lohse y cois., 1989, 1990; 
Lefkowitz, 1993).



R e v is ió n  B ib l io g r á f ic a

En la desensibilización homologa, la fosforilación del recep to r m ediada po r las 
GRKs es esencial aunque no es suficiente, es necesaria la unión de unas proteínas 

llamadas p-arrestinas que se encargarán, junto a otras pro teínas de la m aquinaria 
endocítica de la célula como la clatrina, de secuestrar al recep to r activado unido a su 
agonista, internalizándolo en vesículas, y  facilitando así el desacoplam iento físico del 
receptor con la proteína G, lo cual es un paso necesario para su to tal desensibilización 
(Benovic y cois., 1987a; Lohse y cois., 1992; Pippig y cois., 1995; Zhang y cois., 1996).

En la mayoría de los casos la activación de los receptores, conduce a su 
internalización, reversible o no, en com partim entos intracelulares específicos, siendo 

la fosforilación por GRK y la posterior unión de la p-arrestina factores determ inantes 
(Mayor y cois., 1998). Sin em bargo no todos los GPCRs experim entan este proceso de 
form a similar, sugiriendo la existencia de m últiples m ecanism os de endocitosis: 
dependientes de vesículas recubiertas de clatrina, internalización a través de 
caveolas, a través de vesículas incipientes, o dependientes de ubiquitinación 
(Ferguson, 2001; Pierce y cois., 2002). El destino de los receptores internalizados 
tam bién es diverso, por un lado los receptores pueden ir a endosom as tem pranos, 
repletos de fosfatasas que reciclan al recep tor dejándolo listo para su vuelta a la 
m em brana e inm ediato acoplam iento a la proteína G, o pueden ir  a lisosomas, donde 
se producirá la degradación definitiva del receptor (Ferguson, 2001; Tsao y von 

Zastrow, 2001). Al parecer la ubiquitinación del receptor unido a la p-arrestina es un 
paso necesario para la degradación del receptor (Shenoy y cois., 2001).

La resensibilización de los recep tores es un proceso clave para  m antener la 
capacidad de señalización tras periodos de estimulación. Así pues la internalización 
de los receptores hacia endosom as enriquecidos en fosfatasas, que actúan sobre los 
residuos de se rina /treon ina  fosforilados, es uno de los principales m ecanism os 
(Pitcher y cois., 1995). En el caso de aquellos receptores degradados en los lisosomas, 
la resensibilización se produciría bien m ediante la síntesis de nuevos receptores, algo 
bastante más lento, o bien m ediante la movilización a la m em brana de reservorios 
que alm acenan receptores (Ferguson, 2001).

Además de participar en los procesos de desensibilización, internalización y 

reciclaje, la interacción de p-arrestinas con el receptor tam bién activa o tras vías de 

señalización intracelular. La endocitosis de los GPCRs a través de p-arrestina 
favorece la activación de la vía de las MAPK, siendo necesaria la internalización 

m ediante las vesículas endocíticas de clatrina (Daaka y cois., 1998). Las p-arrestinas 
actuarán como adaptadores que reclutan y organizan complejos de proteínas 
señalizadoras (Ras/ERK/MEK/JNK/c-Src) que conducen al inicio de la cascada de las
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MAPK (Lutrell y cois., 1999; Pierce y cois., 2002). Las diferencias en el proceso de 
internalización y /o  en el tráfico celular de los receptores determ inarán las distintas 
vías de activación de MAPK y, po r lo tan to  las consecuencias de la activación de cada 
receptor (Ferguson, 2001).

Además de todos los procesos comentados, tam bién hay otros m ecanismos de 
regulación de los GPCRs, que contribuyen a suavizar las señales de los receptores 
ante una estim ulación continuada. Un ejemplo son las proteínas reguladoras de la 
señalización de pro teínas G (RGS), que son una familia de proteínas con actividad 

GTPasa, de modo que aceleran la hidrólisis del GTP unido a la subunidad Ga de la 
proteína G activada, provocando rápidam ente la desactivación del sistem a una vez 
cesado el estimulo, o suavizando la señal ante un estimulo persisten te  (De Vries y 
cois., 2000; Pierce y cois., 2002). Las proteínas RGS juegan un papel en la regulación 
fisiológica y los cam bios fisiopatológicos del sistem a cardiovascular, pero  es difícil 
asegurar con detalle su papel exacto debido a la gran cantidad de variantes existentes 
capaces de contro lar m ultitud de funciones y gran variedad de receptores (Hendriks- 
Balky cois., 2008).

Las últim as investigaciones en el campo de la regulación de los receptores 
sugieren que quizás la desensibilización no sólo dependa del tiem po de estimulación 
por el agonista, o de la concentración de éste que se emplee, sino tam bién del tipo de 
agonista que pueda inducir cam bios conformacionales de un tipo u otro y que 
conlleve la desensibilización po r la vía de las quinasas de segundo m ensajero o por la 
vía de las GRKs, o incluso po r una combinación de ambas, pero todo esto aún está 
muy poco estudiado (Kelly y cois., 2008).

Los procesos de regulación de los receptores estarán pues asociados a 
num erosos procesos fisiológicos, tantos como regulen los propios receptores, así 
como asociados a las condiciones patológicas relacionadas con dichos procesos, de 
ahí la im portancia fisiológica de las GRKs (Bünemann y cois., 1999). Por lo tanto, el 
conocimiento preciso de los m ecanism os de regulación de los ARs será un punto muy 
im portante para  el to tal entendim iento de los procesos fisiológicos y patológicos en 
los que participan. Seguidam ente ahondarem os en los mecanismos de regulación 
homologa m ediada po r las GRKs, objeto de estudio en la p resen te tesis doctoral.
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1.4.1 M e c a n is m o  d e  r e g u l a c i ó n  m e d ia d o  p o r  l a s  GRKs

La vía de desensibilización m ediada por GRKs fue descubierta por prim era vez 
para el receptor de rodopsina (W eller y cois., 1974), sin embargo, para  explicar el 
m ecanismo exacto de la regulación de los ARs mediado por las GRKs, se utiliza el 
modelo m ás estudiado y conocido, el proceso de desensibilización homologa del AR- 

P2 mediado principalm ente por la enzim a anteriorm ente denom inada quinasa 1 del 

receptor adrenérgico-p (PARK1), actualm ente conocida como GRK2 (Benovic y cois., 
1986; Bünemann y cois., 1999) (ver Imagen 8).

Todo comienza con la unión del agonista al receptor. Como ya hem os 
m encionado, esta unión provoca un cambio conformacional que induce al 
acoplam iento con la proteína G (Samama y cois., 1993), separándose las subunidades 

Ga por un lado encargada de activar la vía de señalización, y la subunidad GPy que 
ayuda a a traer a la GRK a la m em brana (Pitcher y cois., 1992; Koch y cois., 1993; 
Daaka y cois., 1997b), donde fosforilará al receptor, y en este caso concreto lo 
fosforilará en su dominio C-terminal (Fredericks y cois., 1996; Diviani y cois., 1997). 
Otros receptores son fosforilados en su te rcer dominio intracelular (Bünemann y 
cois., 1999). La traslocación a la m em brana de la GRK tam bién estará  favorecida por 
la presencia de PIP2 y otros lípidos, aunque el papel exacto de estos aún está po r 
aclarar (Pitcher y cois., 1998). Seguidamente las ya m encionadas p-arrestinas se 
unirán a los grupos fosforilados del receptor provocando la finalización de la señal 
gracias al desacoplam iento físico del receptor y la proteína G (Sterne-M arr y Benovic, 

1995; Ferguson y cois., 1996; Goodman y cois., 1996). Las p-arrestinas tienen 
dominios de unión a clatrina, facilitando que el receptor se dirija hacia vesículas 
recubiertas de esta proteína de la m aquinaria endocítica (Lin y cois., 1997). En ese 
m om ento otra proteína llam ada dinam ina es capaz de cerrar las vesículas facilitando 
la endocitosis (Zhang y cois., 1996). La internalización del recep to r es requisito 
im prescindible para  su resensibilización ya que el entorno ácido del endosom a 
favorecerá un cambio conformacional en el receptor que perm itirá la desfosforilación 
m ediada por fosfatasas de la familia 2A (Pitcher y cois., 1995; Krueger y  cois., 1997). 
Seguidamente, el receptor resensibilizado es devuelto a la m em brana plasm ática 
después de la re tirada del agonista, listo para  volver a actuar, paso necesario para que 
la célula pueda recibir nuevas señales (Tsao y cois., 2001). A lternativam ente, el 
receptor puede ser degradado en lisosom as donde se produce una proteólisis del 
receptor (down-regulation), siendo necesaria la síntesis de nuevas proteínas para  el 
restablecim iento de sus funciones, algo que llevaría mucho más tiem po que la vía de 
resensibilización que acabam os de m encionar (Danner y Lohse, 1997; Gagnon y cois., 
1998; Kallal y cois., 1998; Tsao y cois., 2001; Tsao y von Zastrow, 2001). Además, tal y
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como hem os com entado con anterioridad, la internalización del receptor es un paso 

fundamental para la activación de otras vías alternativas como la señalización a 

través de las MAPK, que regulan el ciclo celular, y la síntesis o degradación de 

proteínas, entre ellas los propios receptores (Daaka y cois., 1998; Lutrell y cois., 1999; 

Ferguson, 2001; Pierce y cois., 2002).

• Agonista
C élu la  de  
m ú sc u lo  liso 
v ascu la r

Yesicula
endocltica 
<je Clauca

®  * * * •  DEGRADACIÓN
{down-regula tion)

Im agen  8. M ecanism o de  reg u lac ió n  de  los ARs-p m ed iado  p o r G R K s/p-arrestinas. 1) Unión 
agonista-receptor y acoplam iento con la proteína Gs; 2) Desacoplamiento de la subunidad Ga-GTP, 
activación de la GRK y traslocación a la membrana; 3) Fosforilación del receptor; 4) Unión de la p- 
a rrestina al receptor; 5) Inició de la endocitosis en vesículas recubiertas por Clatrina; 6) 
Internalización del receptor; 7) Re-sensibilización y reciclaje del receptor a la mem brana plasmática; 
8) Degradación del receptor (Down-regulation); 9) Activación de la vía de las MAPK.

Además de su regulación por la subunidad G0y (sobre todo GRK2/3) (Pitcher y  

cois., 1992) o por la simple presencia del receptor activado por el agonista, las GRKs 

pueden ser reguladas por otros mecanismos. No está del todo claro aún pero al 

parecer la presencia de PIP2 en la membrana ayuda a dirigir las GRKs hacia esta, y su 

presencia parece necesaria para la función de las GRKs (Penn y cois., 2000). Otro
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mecanismo de regulación sería m ediante la fosforilación por o tras quinasas como la 
PKC o la PKA, muchas veces con efectos opuestos según el subtipo de GRK del que se 
trate. Así pues, por ejemplo, por un lado tenem os que la fosforilación m ediada p o r 
PKC activa a la GRK2 m ientras que GRK5 es inhibida (Pitcher y cois., 1998), por o tro 
lado la fosforilación m ediada por PKA favorece la unión de GRK2 con la subunidad 

G(3y (Cong y cois., 2001). La unión de Ca+2-CaM inhibe am bas quinasas aunque de 
form a más sensible a la GRK5, m ientras que GRK2 necesita concentraciones mucho 
más elevadas. De esta m anera cuando en una célula haya una activación sim ultanea 
de m últiples GPCRs o ARs de diferentes familias, el balance neto de la activación de 

PKC y Ca+2-CaM (por ejemplo, la vía de activación de los ARs-ai), beneficiará 
preferentem ente la actividad de GRK2 y por lo tan to  la desensibilización de aquellos 

receptores que sean substrato  preferente po r esta enzima (por ejemplo, los AR-P) 
(Penn y cois., 2000).

Muchas o tras proteínas como caveolina, clatrina, m iem bros de la familia de las 
Raf quinasas, de las MAPK, ERK, c-Src, Akt, PI3K tam bién m odulan la actividad de las 
GRKs de un modo u otro (Penn y cois., 2000; Penela y cois., 2006; Ribas y cois., 2007). 

Otros factores como la subunidad Gaq prom ueven la transcripción de la GRK2, o por 

el lado contrario citocinas proinflam atorias como la IL-ip, FNT-a, INF-y, inhiben su 
transcripción (Ramos-Ruiz y cois., 2000). También hay pro teínas que regulan su 

degradación en proteosom as, como la unión a p-arrestina, o la fosforilación m ediada 
por c-Src o MAPK (Penela y cois., 1998; Elorza y cois., 2003). En definitiva, la 
complejidad funcional que supone las interacciones de las GRKs con otras proteínas 
indican un rol centralizado de estas quinasas en la regulación de num erosas vías de 
señalización intracelular (Penela y cois., 2006), adem ás de estar relacionadas con los 
cambios en la expresión y funcionalidad de las GRKs que se han visto alteradas en 
num erosas patologías cardiovasculares o del sistem a inm une en tre  m uchas otras 
(Ribas y cois., 2007).

1.4.2 Clasificación, Distribución tisular y Papel fisiológico de las 
GRKs

Las GRKs son enzimas que pertenecen a la familia de pro teínas quinasas 

capaces de fosforilar residuos de serina y treonina bien en el extrem o C-terminal o 
bien en el te rcer lazo intracelular, según el receptor sobre el que actúen, 
reconociendo de form a específica los GPCRs activados por la unión de su agonista. 
Todas ellas com parten sem ejanzas estructurales: su peso m olecular esta en  to rno  a
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60-80 kDa, todas poseen un dominio catalítico central muy conservado den tro  de la 

familia de pro teínas quinasas de se rina /treon ina  de ~270 aminoácidos, que se 

encuentra flanqueado por un extremo N-terminal de ~185 aminoácidos, im portante 
para el reconocim iento del receptor y el anclaje a la m em brana celular, así como para 

el reconocim iento de la subunidad GPy, en el caso de GRK2, que perm ite su 
direccionam iento a la m em brana (Eichmann y cois., 2003), así como o tros dominios 
de regulación (Ribas y cois., 2007). Por otro lado, el dominio catalítico se encuentra 

flanqueado po r un extrem o C-terminal de longitud variable según subtipos (~105- 
230 am inoácidos), que contribuye a la localización sub-celular y a la traslocación 
dependiente de agonista, favoreciendo la interacción con lípidos y o tras proteínas, 
conteniendo un  dominio homólogo de pleckstrina (PH) con puntos de unión a PIP2 y  a 
la subunidad GPy (Touhara y cois., 1995), con diferencias según el subtipo de GRK, ya 
que en este dom ino poseen pocas o ninguna homología en su secuencia (Penela y 
cois., 2003; Ribas y  cois., 2007).

Dentro de esta familia, hasta la fecha han sido clonados un total de siete genes 
que codifican para  siete GRKs diferentes pero que com parten algunas de las 
características m encionadas anteriorm ente, y que en definitiva son diferentes 
quinasas con propiedades reguladoras específicas. Así pues basándose en las 
diferencias estructurales y funcionales, los m iem bros de la familia de las GRKs se han 
separado en tres subfamilias: 1) La subfamilia de las quinasas de rodopsina, donde se 
encuentran  GRK1 y GRK7, tam bién denom inadas GRKs visuales por e s ta r p resen tes 
de m anera específica en células de la retina; 2) la subfamilia de las quinasas de los 

ARs-p, com puesta por GRK2 y GRK3; 3) la subfamilia GRK4 a la que adem ás de esta 
tam bién pertenecen  GRK5 y GRK6 (Metayé y cois., 2005; Ribas y cois., 2007).

La especificidad de cada quinasa sobre un determ inado GPCR ha sido 
estudiada num erosas veces usando modelos in vitro, cultivos celulares, o ratones 
transgénicos (modelos KO y modelos de sobreexpresión), modelos que rep resen tan  
m étodos sofisticados para  dem ostrar los roles individuales de cada GRK en varias 
vías de señalización de los receptores o en diferentes procesos vitales, que tam bién 
dependerán de su localización en el organismo que, tal y  como verem os a 
continuación, unas veces se expresaran de m anera específica en un tejido (GRK1 y 
GRK7 en retina, y  GRK4 en testículos), m ientras que otras veces se encontrarán  
repartidas de m anera general por todo el organismo aunque sus niveles y funciones 
fisiológicas dependerán  del tipo de tejido y de célula (Metayé y cois., 2005).
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La prim era quinasa de la que se tuvo conciencia fue la GRK1, inicialm ente 

llamada quinasa de rodopsina ya que era capaz de fosforilar a esta pro teína siem pre y 
cuando hubiera sido previam ente activada por la luz (Palczewski y cois., 1988). Esta 
quinasa ha sido detectada sobre todo en células específicas de la re tina  (conos y 
bastones) y  en la glándula pineal (Somers y Klein, 1984). El rol de la GRK1 en la 
desensibilización de la rodopsina tra s  la estim ulación po r luz ha sido confirm ado en 
varios estudios con anim ales transgénicos (Chen y cois., 1995; Lyubarsky y cois., 
2000). Dentro de esta m ism a familia se encuentra la últim a quinasa clonada hasta el 
momento, la GRK7 (Weiss y cois., 1998), tam bién localizada en la retina, que en 
hum anos se encuentra exclusivam ente en conos y tam bién cataliza la fosforilación de 
rodopsina dependiente de la activación por luz al igual que la GRK1, con roles 
diferenciados dependiendo de las especies (Weiss y cois., 2001).

Dentro de la sub-familia de las quinasas de los ARs-p tenem os las dos quinasas 
que más se han estudiado por su papel regulador m ayoritario sobre estos receptores: 

la GRK2, an terio rm ente  nom brada como la quinasa 1 de los ARs-p (PARK1) (Benovic 

y cois., 1 9 8 6 ,1987b) y la GRK3 an teriorm ente  llam ada PARK2 (Benovic y cois., 1991). 
Ambas quinasas se encuentran expresadas a lo largo de todo el organism o en 

m ultitud de órganos y tejidos diferentes, sobre todo en aquellos en los que los ARs-p 
juegan un papel im portante, pero tam bién son responsables de la regulación de la 
inm ensa m ayoría de receptores (Prem ont y Gainetdinov, 2007). Numerosos estudios 
han probado el rol de la GRK2 en el control de funciones cardiovasculares como la 
contracción y  el desarrollo cardiaco, o la regulación de la presión arterial. Estudios en 
ratones KO para  la GRK2, han dem ostrado que esta quinasa juega un im portante rol 
en el desarrollo em brionario y la función cardiaca ya que la total supresión del gen 
supone la m uerte  del ratón duran te  la gestación, p resentando graves malform aciones 
cardíacas (Jaber y cois., 1996), m ientras que los ratones heterocigotos GRK2+/- se 
desarrollan norm alm ente pero p resen tan  un aum ento de la contracción ventricular 

tra s  estim ulación con agonistas p-adrenérgicos, indicando que la contractilidad 
miocárdica puede ser m odulada por los niveles de GRK2 (Rockman y cois., 1998a). 
Varios estudios con ratones transgénicos han dem ostrado que la sobreexpresión 
miocárdica de GRK2 atenúa la respuesta  contráctil m ediada po r la estim ulación de 

ARs-p y angiotensina II (Koch y cois., 1995). M ientras que en células de músculo liso 
vascular, la sobreexpresión de GRK2 produce un aum ento en el tono basal al reducir 

la vasodilatación p-adrenérgica (Eckhart y cois., 2002). Por o tro lado se ha 
com probado tan to  la presencia de esta quinasa en células del sistem a inm une como 
los linfocitos (Chuang y cois., 1992), como su implicación en la regulación de 
receptores de quimiocinas, viendo como una bajada en la expresión de GRK2 induce
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la quimiotaxis y  la respuesta  celular en linfocitos m ediada por estos receptores 
(Vroon y cois., 2004a].

Por lo que respecta a la GRK3, el análisis del ARNm en tejidos hum anos revela 
una m oderada expresión de GRK3 en pulmón, corazón y adipocitos, y tam bién niveles 
altos en leucocitos (Parruti y  cois., 1993). En este caso la total supresión del gen no 
impide que los ratones KO homocigotos se desarrollen con norm alidad, no es una 
proteína vital, aunque por o tro lado m uestra un claro papel en la regulación de la 
contracción de las vías aéreas ya que se observa una broncoconstricción exagerada en 
respuesta  a la estim ulación del receptor muscarínico y, además, implicada en la 
regulación de receptores que controlan la función cardiaca ya que se puede ver un 
m ayor increm ento de la frecuencia cardíaca tras la hipotensión inducida por 
nitroprusiato  (W alker y cois., 1999). De m anera sorprendente, la sobreexpresión de 
la GRK3 en miocardio no reveló ningún cambio en la señalización norm al del corazón 

m ediada por los ARs-p (Iaccarino y cois., 1998a).

Dentro de la te rcera  y  últim a sub-familia tenem os la GRK4, la única 
identificada con 4 isoformas, expresada en su mayoría en testículos y cerebro, aunque 
tam bién se han encontrado isoform as en miom etrio y túbulos renales proxim ales 
(Prem ont y cois., 1996; Felder y cois., 2002). Ratones transgénicos que sobreexpresan 
GRK4 m uestran  una alteración en los efectos natriuréticos y diuréticos del receptor 
dopam inérgico DI lo que sugiere un mecanismo de regulación de la GRK4 sobre este 
receptor que podría estar relacionado con la incapacidad del riñón para  excretar 
sodio en la hipertensión (Felder y  cois., 2002; Zeng y cois., 2008).

Otra quinasa im portante en la regulación cardiovascular, dentro  de esta 
tercera sub-familia es la GRK5, m uy abundante sobre todo en el corazón por lo que se 
le supone un papel fundam ental en la regulación de la contractilidad cardíaca, adem ás 
de estar expresada en el pulm ón pero tam bién en varios tejidos como músculo 
esquelético y riñón en m enor proporción (Kunapuli y Benovic, 1993). Unido a estas 
suposiciones, se ha visto que la sobreexpresión selectiva de GRK5 en corazón de 

ratones transgénicos provocaba una m ayor desensibilización de los ARs-p, y  por lo 
tanto  una bajada de sus funciones fisiológicas, com probándose la implicación de esta 
quinasa en la regulación de la función cardiaca (Rockman y cois., 1996). Por o tro lado 
parece que la GRK5 está implicada en la regulación cardiopulm onar a través de 
receptores m uscarínicos M2 (W alker y  cois., 2004), y su sobreexpresión produce 
aum ento de la presión arteria l en ratones macho probablem ente po r su efecto 

desensibilizador de la dilatación m ediada po r el AR-P2 y sobre el AR-Pi facilitando su 
acoplam iento con la proteína Gi (Keys y cois., 2005).
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Por último, tam bién perteneciente a la te rcera  sub-familia tenem os la GRK6, 

que en cultivo celular se ha visto im plicada en la desensibilización de num erosos 
GPCRs como los receptores para la horm ona folículo estim ulante, trom boxano A2, 

m uscarínicos M3 en tre  otros (Metayé y cois., 2005), así como de los ARs-p en músculo 
liso u terino donde ni GRK2 ni GRK5 tuvieron efectos (Simón y cois., 2003). Sobre todo 
se ha com probado m ediante ratones KO la implicación de esta  quinasa en la 
regulación de la quimiotaxis en linfocitos T y neutrófilos (Kavelaars y cois., 2003; 
Vroon y cois., 2004b). Además, la falta de esta quinasa en ra tones KO, provoca un 
aum ento en la sensibilidad ante efectos locomotrices de psicoestim ulantes tales 
como cocaína y anfetam ina, dos drogas relacionadas con la transm isión 
dopam inérgica (Gainetdinov y cois., 2003).

Todas estas quinasas no sólo controlan o regulan num erosos procesos 
fisiológicos sino que tam bién han sido relacionadas con varias enferm edades como la 
degeneración de la retina (GRK1), enferm edades cardiovasculares como la 
h ipertensión y la insuficiencia cardiaca (GRK2, GRK3 y GRK5), enferm edades de 
carácter autoinm une como la artritis  reum atoide y la esclerosis múltiple, adicción a 
los opiáceos, diferentes tipos de cáncer, desordenes psiquiátricos, o sobrecarga del 
ventrículo izquierdo en tre  muchos otros desórdenes (Penela y cois., 2003; Metayé y 
cois., 2005; Prem ont y Gainetdinov, 2007; Harris y cois., 2008).

Como hemos visto, varios au tores han m ostrado que GRK2, GRK3 y GRK5 
están claram ente expresados en corazón hum ano sano, m ientras que GRK4, GRK6 y 
GRK7 son apenas detectables o están  ausentes (Metayé y cois., 2005; Penela y cois.,
2006). Por o tra parte, en líneas generales, GRK2 parece ser esencial en la regulación 
de m ultitud de respuestas cardiovasculares, m ientras que tan to  GRK3 como GRK5 
están implicadas en la desensibilización de varios GPCRs relacionados con la 
regulación del sistem a cardiovascular (Hendriks-Balk y cois., 2008). Motivos po r los 
cuales en la presente tesis doctoral nos centrarem os en el estudio de las tres quinasas 
más implicadas en el control de la funcionalidad y la enferm edad a nivel 
cardiovascular: GRK2, GRK3 y GRK5.

1.4.3 Los Adren oceptores como sustrato específico de las GRKs

Los prim eros m étodos para  identificar a través de qué GRK concreta se 
producía la desensibilización homologa de un receptor determ inado fueron ensayos 
de fosforilación en los que se em plearon quinasas y receptores purificados, y 
posteriorm ente reconstituidos en vesículas fosfolipídicas. La falta de otros elem entos
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im portan tes en la m aquinaria de desensibilización de la célula indicaba la necesidad 
de otros m étodos, tales como células transfectadas con receptores o con quinasas 
m utadas con actividad parcialm ente inhibida, o células tra tadas con anticuerpos, 
péptidos o ARNm antisentido  inhibidores de la quinasa, o incluso células capaces de 
sobreexpresar una determ inada quinasa de modo que la m ayor fosforilación del 
recep to r concreto, inducida po r un agonista específico, se sobreentendía que era 
debido a esa quinasa sobreexpresada, pero esto tam bién podría deberse  a las 
quinasas endógenas. Mucha de la información que hoy en día se conoce sobre las 
GRKs proviene de estudios con ratones transgénicos que sobreexpresan o son KO 
para una quinasa determ inada, estudios que han confirmado resultados previos o 
incluso han aportado sorpresas in teresantes. Saber qué GRK determ inada regula cada 
recep to r dependerá, no sólo de que subtipo de GRK se exprese en esa determ inada 
célula o tejido, sino tam bién de la proporción absoluta o relativa de cada una (Pitcher 

y  cois., 1998).

Todos estos experim entos han aportado a lo largo de los años num erosas 
evidencias de la actividad específica de cada GRK sobre un determ inado receptor, en 
nuestro  caso nos cen trarem os en los ARs de in terés en la presen te tesis doctoral: los 

ARs-ai y -0.

Por lo que respecta  a los ARs-ai, los m ecanismos por los que se produce la 
internalización y p o r lo tan to  la desensibilización del receptor, son diferentes según el 
subtipo que se analice. Se han observado diferencias en la localización y el tráfico 
celular de los d iferentes subtipos de tal modo que podría afectar a los m ecanism os de 

desensibilización de los ARs. Los A R s -c iia  se han localizado tan to  en m em brana como 

en com partim entos intracelulares, m ientras que los ARs-aiB han sido encontrados 
preferen tem ente en la m em brana plasm ática (Hirasawa y cois., 1997; Hrometz y cois., 

1999; McCune y cois., 2000), po r o tro lado el subtipo aiD perm anecería localizado en 
com partim entos intracelulares, posiblem ente debido a la actividad constitutiva, 
característica de este subtipo que los otros dos no poseen. Al asum ir una 
conform ación activa en ausencia de agonista, se encontraría  continuam ente 

internalizado de m anera independiente de p-arrestinas, saliendo a la superficie, si es 
el caso, únicam ente tras el estim ulo po r parte  del agonista (McCune y cois., 2000; 

Chalothorn y cois., 2002). En cuanto al subtipo aiA se com probó que sufría procesos 
de internalización y reciclaje constitutivo de m anera independiente a la activación del 
receptor, posiblem ente como m ecanism o para disponer siem pre de receptores 

sensibilizados (M orris y  cois., 2004), aunque esto podría depender de p-arrestina 
(Pediani y cois., 2005).
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Todos estos resultados parecían indicar que el único subtipo que seguía el 
prototipo de GPCR, localizado en la m em brana y sobre el que podrían  ac tuar las GRKs 

tras estim ulación po r agonista, era el aiB (Chalothorn y cois., 2002). Sobre esta  línea 
de trabajo, ya se había dem ostrado "in vitro" la modulación del A R - ocib por GRK2 y 
GRK3 tras la estim ulación por agonista (Diviani y cois., 1996), pero a pesar de estos 
resultados, otros trabajos com probarían que la sobreexpresión m iocárdica de GRK2 
no producía efectos relevantes sobre la función del A R - ccib cardíaco, m ientras que con 
la sobreexpresión de GRK3 en el corazón se observó que estos ARs eran 
desensibilizados po r esta quinasa (Eckhart y cois., 2000). Esta sobreexpresión de 
GRK3 no afectó a la respuesta  p-adrenérgica, en contraste con los resultados 
obtenidos en cultivos celulares (Freedm an y cois., 1995; Opperm ann y cois., 1996). 
Recientem ente se ha com probado que tras la inhibición de la GRK3 cardiaca se 
producía un aum ento de la presión arterial debido a un aum ento  de la salida de 

sangre del corazón que podría deberse a la hiperactividad del A R -a iB  cardiaco (Vinge 
y cois., 2008). Además, tam bién se ha visto que la sobreexpresión de GRK5 atenúa 
parcialm ente los efectos inducidos por el A R -a iB  en corazón (Rockman y cois., 1996).

En cuanto a la regulación específica de los ARs-p por determ inadas GRKs, poco 
m ás se puede añadir, ha quedado claro que la segunda sub-fam ilia de quinasas 

denom inadas de los ARs-p com puesta por GRK2 y GRK3 regulan estos receptores, 
adem ás de muchos otros. Desde el descubrim iento de la GRK2 (Benovic y cois., 1986, 
1987a, 1987b) o de la GRK3 (Benovic y  cois., 1991) hasta la fecha, el m ecanismo de 
regulación más estudiado de los GPCRs ha sido el que implica a estas quinasas en la 

desensibilización de los ARs-p (Pitcher y cois., 1998; Bünem ann y cois., 1999; 
Ferguson, 2001). También se ha visto como GRK5 es capaz de regular a estos 
receptores (Kunapuli y cois., 1994). Así pues en num erosos estudios se ha 
com probado como sobre todo la GRK2, adem ás de las ya m encionadas GRK3 y GRK5, 
eran capaces de fosforilar y  desensibilizar, en m ayor o m enor grado, tan to  el subtipo 

Pi (Freedm an y cois., 1995; Rockman y cois., 1998a; Vinge y cois., 2007) como el 

subtipo P2 (Lohse y cois., 1989, 1990; Pei y cois., 1994; Benovic, 2002) dependiendo 
del tejido, del órgano, o incluso del tipo celular donde se localicen, y  según las 
variaciones en la proporción de una u o tra  GRK.

No ocurre lo mismo para  el subtipo P3 que parece se r resisten te a  la 

desensibilización. Este subtipo no posee en su estructura suficientes puntos de 
fosforilación por lo que no puede ser regulado por las principales quinasas que 
fosforilan receptores, en tre  ellas las GRKs, de m anera que este recep to r no podría ser 
desensibilizado tra s  la activación por catecolaminas, confiriéndole la capacidad de ser 
resistente a este m ecanism o de regulación, perm aneciendo siem pre disponible an te  la
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llegada de nuevos estím ulos (Granneman, 1992; Liggett y cois., 1993; Portillo y  cois.,
1995). En este sentido algunos autores han descrito una disminución regulada a nivel 
génico para  este subtipo a través de mecanismos dependientes de la vía AMPc/PKA 

tras la propia activación del AR-03 o incluso de la PKC activada po r o tras vías, siendo 
am bas quinasas capaces de fosforilar factores de transcripción necesarios para  la 
expresión del AR, tra s  largas exposiciones al agonista (Bengtsson y cois., 2000).

En lo sucesivo, centrarem os la revisión en el papel de los seis subtipos de ARs 

elegidos para  el estudio en la presente tesis doctoral (o i ia ,  a iB ,  a iD ,  Pi, P2, y P3) y las 
tres GRKs d iferentes (GRK2, GRK3 y GRK5) en la génesis y /o  m antenim iento de dos 
patologías cardiovasculares tan  im portantes como la H ipertensión y la Insuficiencia 
cardiaca.
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2  R e c e p t o r e s  A d r e n é r g i c o s  y  G R K s  e n  p a t o l o g í a  

CARDIOVASCULAR

Según publica la Organización Mundial de la Salud (OMS) en su página web  

(h ttp ://w w w .w ho .in t), las enfermedades cardiovasculares son responsables de al 

m enos un tercio del total de las muertes globales, o lo que es lo mismo, son la 

principal causa de muerte en todo el mundo. Cada año mueren más personas por 

enfermedades cardiovasculares que por cualquier otra causa, de hecho se calcula que  

en 2005 murieron debido a ella 17,5 millones de personas en todo el mundo, lo cual 

representa un 30% de todas las muertes registradas, y tan sólo en España ese  mismo  

año murieron por esta causa más de 126 .000  personas, un 33% del total de las 

muertes registradas en 2005, seguido de cerca por el cáncer y el resto de  

enfermedades y accidentes. Según el Instituto Nacional de Estadística (INE), los datos  

recientemente calculados para un total de 386 .324  muertes durante el año 2 0 0 8  (ver  

Imagen 9), fueron muy similares a años anteriores.

Im agen 9. P rin c ip a les  causas de  m u e rte  en  E spaña d u ra n te  el añ o  2008. Gráfica realizada 
utilizando los datos publicados por el INE (h ttp ://w w w .ine.es) en 2010.
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Por o tro lado, un problem a tan  extendido como las cifras elevadas de presión 
arterial ha sido clasificado po r la OMS en su informe anual sobre la salud en el m undo 
(WHO, 2002), como segundo factor de riesgo de enferm edades crónicas y po r tanto  
de m orbilidad y m uerte  a nivel global, tercero  en España por detrás del alcohol y  la 
obesidad, todos ellos capaces de desem bocar o de agravar la enferm edad 
cardiovascular. Se estim a que enferm edades como la hipertensión causan alrededor 
de 7,1 millones de m uertes anuales, ya que esta enferm edad es el principal punto de 
partida para  el desarrollo  de accidentes cerebrovasculares, enferm edades isquémicas, 
fallo renal o insuficiencia cardiaca (W hitworth, 2003). Se ha com probado que la 
hipertensión es el factor de riesgo más común para el desarrollo de la insuficiencia 
cardíaca congestiva, antecediendo a esta enferm edad en aproxim adam ente el 90%  de 
los casos, adem ás de otros factores asociados como el infarto de miocardio, la 
hipertrofia del ventrículo izquierdo, o la diabetes entre otros (Levy y cois., 1996). En 
la actualidad tan  sólo en Europa hay 15 millones de personas diagnosticadas de 
insuficiencia cardiaca, una enferm edad que afecta al 20% de la población m ayor de 75 
años en países desarrollados, de los cuales la m itad m ueren antes de 4 años 
(Dickstein y cois., 2008).

De estos datos se desprende la im portancia del conocim iento de estas 
enferm edades. Un m ejor conocim iento de la etiología proporcionará una m ejor 
herram ienta a la hora de buscar dianas terapéuticas más efectivas. De hecho, el 
correcto control de las cifras de presión arterial reduce el riesgo de sufrir otras 
enferm edades cardiovasculares tales como infartos de m iocardio o derram es 
cerebrales, adem ás de p revenir su desarrollo y por lo tanto es capaz de aum entar la 
expectativa de vida (W hitw orth, 2003).

Los ARs, como transm isores principales de las señales em itidas por el sistem a 
adrenérgico, están  relacionados como hem os visto anteriorm ente, con el control de 
b s  procesos de contracción/relajación vascular, con el intercam bio de fluidos a nivel 
renal, y po r lo tan to , im plicados en la regulación de la presión arteria l y en 
consecuencia im plicados de alguna m anera en la hipertensión. Son responsables 
también del control de la fuerza y del ritm o de contracción del corazón, estando 
idem ás implicados en  los fenóm enos de hipertrofia y rem odelado cardiovascular. De 
lecho, en tre  las m ás antiguas terap ias contra las enferm edades cardiovasculares, los 
Igandos de los receptores de las catecolam inas son los m ás im portantes, siendo los 

di- y  p-bloqueantes los m ás usados desde hace mucho, aunque a p esar de esto su 
necanism o de acción aún es desconocido, adem ás de otros fárm acos 

m tihipertensivos con m ecanism os de acción mixto a /p -b loquean tes como el
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carvedilol, que adem ás tam bién son terap ia  de o tras enferm edades como la 
insuficiencia cardiaca (Leonardi y cois., 2000).

Los ARs estarán  implicados en las enferm edades cardiovasculares, unas veces 
como consecuencia de las alteraciones sufridas en los tejidos y o tras participando en 
la génesis de la propia enferm edad e incluso siendo la causa prim aria de esta 
(Guimaraes y Moura, 2001). Un estudio en profundidad de la implicación de los ARs, y 
los m ecanism os encargados de la regulación de la señal adrenérgica, en la génesis y /o  
m antenim iento de enferm edades cardiovasculares, puede ayudar al m ejor 
entendim iento de las mismas, lo que supondría m ejores oportun idades para  el 
abordaje terapéutico  con el fin de prevenir, tra ta r  o im pedir el avance, reduciendo así 
el porcentaje de m ortalidad asociado. En este punto  nos hem os planteado estud iar la 
relación de los ARs y las quinasas que los regulan, las GRKs, en  dos enferm edades 
cardiovasculares: la H ipertensión arterial y la Insuficiencia cardiaca.

2 .1  H ip e r t e n s ió n  A r t e r ia l

Es m uy im portante que la presión arterial (PA) se m antenga a un nivel 
adecuado capaz de perm itir el buen funcionam iento del cerebro, una correcta 
presión de perfusión renal y  una perfusión suficiente de las arterias coronarias, 
procesos fundam entales para  la supervivencia del individuo. Las dos fuerzas 
fisiológicas que determ inan la PA son: 1) el gasto cardíaco, que es la cantidad de 
sangre que im pulsa el corazón y depende del volumen sistólico del ventrículo 
izquierdo y de la frecuencia cardíaca, estando influenciado po r el re to rno  venoso, la 
estim ulación sim pática y vagal, y  la fuerza del miocardio; 2) las resistencias 
periféricas, que es la sum a de la resistencia vascular al flujo de sangre y  que depende, 
sobre todo, del diám etro in terior del vaso, y po r lo tanto  de los fenóm enos de 
vasoconstricción/relajación, o lo que es lo mismo, del tono basal regulado entre 
muchos otros factores por el sistem a adrenérgico (Botey y Revert, 1996).

El correcto equilibrio en tre  estas fuerzas responsables de la regulación de la PA 
hará posible que estas cifras se m antengan en los niveles adecuados para  el buen 
funcionam iento del organismo, y po r lo tan to  un desequilibro de alguno o varios de 
estos m ecanism os provocaría niveles inadecuados que, m antenidos en el tiempo, 
conducirían a un estado patológico, la H ipertensión arterial (HTA).
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2 .1 .1  Definición y Etiología

La HTA podría definirse como la elevación crónica y anorm al de los niveles de 
presión arteria l sistólica (PAS) y /o  diastólica (PAD), sin embargo, desde un punto de 
vista epidemiológico, estos niveles de presión arterial (PA) que definen la 

enferm edad no están del todo bien establecidos. Esta enferm edad cardiovascular, 
tiene un origen multigénico que se caracteriza por la disfunción de los m ecanism os 
vasculares, cardiogénicos, renales, neurogénicos y endocrinos, encargados de regular 
la PA, que conduce a la elevación crónica de las cifras de tensión arterial por encima 
de los lím ites considerados norm ales (Kaplan, 2005).

Entre los m últiples sistem as de control, cuatro son los que desem peñan un 
papel fundam ental en el m antenim iento de la PA entre unos límites adecuados: los 
baro rrecep to res arteriales, el metabolism o hidrosalino, el sistem a renina- 
angiotensina y la autorregulación vascular. Todos estos m ecanismos participan en la 
regulación de la presión arterial, tanto  en la norm otensión como en la h ipertensión 
(Botey y Revert, 1996). Los niveles absolutos de PA varían con muchos factores y 
adem ás varían mucho a lo largo del día (los valores nocturnos son 10-20%  m ás bajos 
que los diurnos); varia con la edad, ya que el riñón pierde su capacidad para  elim inar 
correctam ente la sal; con el sexo, en las m ujeres aum enta la prevalencia con la 
m enopausia (H unt y cois., 1986); con la raza, las personas de raza negra desarrollan 
un m ecanism o m uy eficiente de re tener sal, existiendo una m ayor prevalencia de HTA 
en este grupo (Chiam y cois., 2002; Zhu y cois., 2003); la PA aum enta con el ejercicio 
físico o psíquico y la carga emocional, el estrés provoca una estim ulación del sistem a 
nervioso sim pático (Light y cois., 1983; Siegrist y cois., 1992); la digestión, o la 
alim entación tam bién están  relacionadas con la HTA, debido al consum o de sal 
(Oparil y cois., 1988) o proteínas, de alcohol, cafeína y tabaco, así como la ingesta de 
algunos iones, como K+, Ca2+ y Mg2+, o por enferm edades como la obesidad, todos 
estos factores contribuyen al aum ento de las cifras de PA y /o  al m antenim iento de la 
HTA.

La m ayor im portancia de esta enferm edad viene dada por el riesgo de 
enferm edad cardiovascular asociado, el cual es controlable a m edida que se consigue 
bajar los niveles de presión arterial. Tanto la PAS como la PAD m uestran  una relación 
con la insuficiencia cardíaca, la arteriopatía  periférica y la nefropatía term inal (Criqui 
y cois., 1992; Levy y cois., 1996; Kannel, 1996; Klag y cois., 1996), y por lo tanto  la 
HTA ha de considerarse como un factor de riesgo cardiovascular muy im portante, lo 
cual, unido a la alta prevalencia de la enferm edad en la población (aproxim adam ente 
Va de la población adulta, en países desarrollados, del año 2000) (Kearney y cois.,



R e v is ió n  B ib l io g r á f ic a

2005), la coloca como prim era causa de m uerte en el mundo según un inform e de la 
OMS (Ezzati y cois., 2002).

La causa exacta que conduce a la elevación de las cifras de PA se desconoce en la 
m ayoría de los casos (un 90%  de los pacientes aquejados de HTA, lo que supone 
aproxim adam ente el 15% de la población mundial). En estos casos, se produce una 
alteración funcional o generalizada que se define como Hipertensión esencial. Debido 
a este desconocimiento en la causa que la origina, la HT esencial se tra ta  de form a 
inespecífica, lo que produce un  gran núm ero de efectos colaterales m enores que va 
acom pañado de un incum plim iento terapéutico elevado. En la m ayoría de los 
pacientes con esta enferm edad se ha visto una tendencia hereditaria, y por lo tan to  un 
com ponente genético im portan te  (H unty  cois., 1986; Williams y cois., 1992).

La HT esencial es la que p resen ta  una patogenia más complicada. Sin duda la 
dificultad fundam ental para  descubrir los mecanism os responsables de la 
hipertensión en estos pacientes se atribuye a la variedad de sistem as implicados en la 
regulación de la PA (adrenérgico, periféricos o centrales, renales, horm onales y  
vasculares) y a la complejidad de las interacciones en tre  estos sistem as (Williams, 
2003). Se han descrito distintas alteraciones en los pacientes con hipertensión 
esencial, a m enudo señaladas como la causa o las causas prim arias de la HTA, aunque 
hoy por hoy, aún no queda claro si estas alteraciones son prim arias o secundarias, 
expresiones variables de un único proceso patológico o reflejo de distintas entidades 
independientes, po r lo que la h ipertensión esencial probablem ente sería debida a 
distintas causas (Williams, 2003). De en tre  esas posibles causas de la HTA esencial, se 
ha descrito un increm ento en la actividad o en la respuesta del sistem a nervioso 
simpático y de las horm onas vasoconstrictoras (Goldstein, 1983; de Champlain, 1990; 
Wilson, 1991). En la fisiopatología de la HT esencial tam bién se ha implicado al 
sistem a nervioso adrenérgico, el cual provocaría aum entos in term iten tes de la 
presión arterial que traerían  como consecuencia increm entos del gasto cardíaco po r 
aum ento de la contractilidad m iocárdica y de la frecuencia cardíaca por un lado, y po r 
otro modificaciones estructurales de la pared  arterio lar que aum entarían  las 
resistencias vasculares, tan to  renales como sistémicas, favoreciendo la progresión y 
m antenim iento de la enferm edad. Esta sobreactividad sim pática podría se r el 
estím ulo inicial para que se produjera un aum ento de la PA, lo que conduciría a 
alteraciones en los vasos de resistencia suficientes para m antener esta presión 
elevada (Folkow, 1982).
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En la HT esencial severa se pueden observar algunas características como la PA 
m edia y la resistencia vascular periférica que se encuentran aum entadas en tre  un 40- 
60%, po r o tro lado el gasto cardiaco es prácticam ente normal, y en fases tard ías o 
m ás graves de la enferm edad, el flujo renal está disminuido a la mitad. Además de 
esto, la resistencia al flujo está aum entada en tre  2-4 veces, pero a pesar de todo la 
tasa  de filtración se m antiene debido a la elevada PA que favorece el filtrado. Por 
ultimo, lo más im portan te  de todo es que los riñones no son capaces de excretar 
cantidades adecuadas de sal y agua, posiblem ente po r problem as en la vasculatura 
renal, a  m enos que la PA esté elevada, de tal modo que la reducción artificial a niveles 
norm ales produciría una anuria  casi total hasta que la persona recuperase los niveles 
elevados de PA (Guyton y Hall, 1996).

En o tros casos, la m inoría de ellos, la enferm edad se produce por una alteración 
específica de un órgano que es responsable de la regulación de la PA, y en este caso se 
denom ina Hipertensión secundaría . La prevalencia de la hipertensión secundaria es de 
en tre  1-15%  de todos los pacientes hipertensos (Botey y Revert, 1996). La 
hipertensión secundaria puede ten e r varias etiologías (Guyton y Hall, 1996; Williams, 
2003), las causas m ás frecuentes son:

- HTA p o r disfunciones renales que tienen como consecuencia una alteración del 
control de Na+ y líquidos en el riñón dando lugar a una expansión de volumen, 
o bien es debida a una alteración en la secreción renal de sustancias 
vasoactivas, que da lugar a una alteración local o general del tono arteriolar. 
Tam bién puede se r debida a enferm edades del parénquim a, a la retención 
prim aria de Na+, a problem as vasculorrenales como la constricción de la 
a rte ria  renal en la HTA de Goldblatt, a tum ores secretores de renina, o a la 
aparición de zonas isquém icas o enferm as en los riñones, que dan lugar a una 
dism inución del flujo o a una disminución del filtrado glomerular.

- HTA por disfunciones endocrinas como la hiperfunción corticoadrenal, el 
síndrom e de Cushing, el hiperaldosteronism o, la hiperplasia suprarrenal, el 
feocrom ocitom a, y otros tum ores afines, la acromegalia, y otras alteraciones. 
En este bloque se encuentra la HTA juvenil como consecuencia de una 
biosíntesis, m etabolism o o acción genéticam ente alterados de las horm onas 
esteroídicas.
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- HTA iatrogénica, po r causas exógenas como el consumo de m edicam entos que 
contengan anticonceptivos orales, glucocorticoides, m ineralcorticoides, 
antidepresivos tricíclicos, fármacos simpaticomiméticos, ciclosporina, 
inhibidores de la m onoaminooxidasa, e incluso alim entos con tiram ina.

HTA por causas neurógenas po r estim ulación del sistem a nervioso simpático o 
por sección de los nervios barorreceptores, tam bién se incluye el síndrom e 
diencefálico, la disautonom ía familiar, la polineuritis (porfiria, saturnism o) y la 
hipertensión intracraneal, diversas causas de origen psicógeno, encefalitis, 
tum ores cerebrales y otras disfunciones del sistem a nervioso.

- Otras causas son la HTA por coartación de la aorta que da lugar a HTA en la 
parte  superior del cuerpo, o la HTA inducida en el embarazo  por 
engrasam iento de las m em branas glom erulares, pero tam bién puede darse 
HTA p o r causas diversas tales como grandes quemados, abuso del alcohol y 
otras intoxicaciones.

Del total de enferm os con HTA, casi el 30%  sufre complicaciones como la 
aterosclerosis y  más del 50%  m ostrará  lesiones de los órganos relacionados con la 
hipertensión. En el corazón se producen lesiones tales como cardiom egalia o 
hipertrofia del ventrículo izquierdo por la sobrecarga de trabajo que sufre el corazón 
ante el increm ento de la PA sistémica, algo que conduce al deterioro  de ésta cám ara 
produciéndose una dilatación que acaba desem bocando en una insuficiencia cardíaca 
congestiva, m ientras que por otro lado el aum ento de las necesidades de oxígeno 
debido a la h ipertrofia m iocardica puede favorecer, junto a o tras  factores, la aparición 
de anginas de pecho o infartos de miocardio (Williams, 2003). Los vasos tam bién 
sufren el im pacto de la hipertensión m ediante cambios adaptativos (funcionales y 
estructurales) y  cambios patológicos. Al igual que ocurría con el m iocardio, debido a 
la sobrecarga y a la vasoconstricción se produce hipertrofia vascular en todas las 
capas del vaso, con el único fin de aum entar los límites de autorregulación y 
m antener constante el flujo sanguíneo a pesar de que se produzcan cambios en la PA, 
siendo en un  principio, y siem pre y cuando se m antengan niveles elevados de PA, un 
efecto beneficioso, ocurriendo los m ayores problem as en bajadas bruscas de PA que 
pueden ocasionar problem as de insuficiencia cerebral. Además, a m edida que agrava 
la enferm edad van apareciendo una serie de efectos degenerativos de la vasculatura, 
unidos a la aparición de placas de aterom a que acaban produciendo problem as de 
trom bosis, aneurism as, estenosis o incluso disección aórtica que com prom eten 
seriam ente la vida del paciente (Botey y Revert, 1996).
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Otras lesiones com unes en la HTA son las retinopatías, las disfunciones del 

sistem a nervioso central, los accidentes cerebrovasculares en tre  los que se 
encuentran  isquem ias po r em bolia o trom bosis, y hem orragias cerebrales, o los 
problem as renales tales como insuficiencia renal o nefrosclerosis. En vista de las 
consecuencias parece que cualquier tipo de HTA, por leve que sea, si no se tra ta  
correctam ente, se convierte en una enferm edad progresiva y  letal, de hecho la m ayor 
parte  de m uertes debidas a hipertensión son consecuencia de infartos de miocardio o 
insuficiencia cardíaca congestiva (Williams, 2003).

Todos los estudios coinciden en que tanto  PAS como PAD aum enta de forma 
progresiva con la edad en am bos sexos. En el paso de edades jóvenes hacia edades 
m ás adultas (25-65 años) la incidencia de la HTA aum enta un 5% cada 10 años, tanto 
en hom bre como en m ujeres de raza blanca, siendo el doble en personas de raza 
negra, estabilizándose a p a rtir  de los 65 años (probablem ente por el aum ento de la 
m ortalidad de este grupo de pacientes). Se han observado porcentajes sim ilares para 
hom bre y m ujeres, excepto para  m ujeres adultas a partir de los 50 años en las que la 
prevalencia es superior, coincidiendo con la aparición de la m enopausia (Botey y 
Revert, 1996; Kaplan, 2005).

2.1.2 Clasificación
Desde un punto  de vista clínico, la HTA debería definirse como aquellos niveles 

de PA a p a rtir  de los cuales la instauración de un tratam iento  produce beneficio y 
reduce el riesgo, es decir, reduce la m orbim ortalidad relacionada (Evans y Rose, 
1971). La relación inversa en tre  el riesgo cardiovascular y los niveles de PA hace que 
tanto  la definición como la clasificación de la HTA se realice asignando unos niveles 
de corte arbitrarios, en función de la evaluación del riesgo, que a su vez simplifica los 
abordajes diagnósticos y  terapéuticos de la práctica diaria (Mancia y cois., 2007). La 
clasificación m ás reciente p ropuesta  por el "Grupo de trabajo para  el manejo de la 
HTA" (Sociedad Europea de H ipertensión y Sociedad Europea de Cardiología) en su 
guía publicada en 2007, se detalla en la Tabla I, y  clasifica los niveles de PA en 7 
niveles diferentes, 4 de ellos definidos como HTA, según los valores m edios de PAS y 
PAD determ inados para  un paciente en un mínimo de tre s  m edidas separadas entre 
ellas p o r al m enos una sem ana, debiendo cum plir uno de los dos valores o ambos 
para  se r encuadrado en una categoría u otra.



R e v is ió n  B ib l io g r á f ic a

Esta clasificación recoge la clasificación propuesta en la guía de 2003 aunque 

con varias salvedades, así pues se propone que, cuando las cifras de PAS y PAD de un 
paciente encajen en diferentes categorías, se aplicará la categoría más alta  para 
cuantificar el riesgo cardiovascular y tom ar decisiones sobre el tratam iento; tam bién 
se propone que la h ipertensión sistólica aislada debe graduarse con respecto a los 
mismos grados que para  la h ipertensión sistólica-diastólica; y  po r último, considerar 
flexible el um bral de HTA basándose en el grado y perfil del riesgo cardiovascular 
total (Mancia y cois., 2007).

T a b la  I. D e fin ic io n e s  y  c la s if ic a c ió n  d e  la s  c ifra s  d e  p re s ió n  a r te r ia l  (PA) (m m H g ).

C a te g o r ía PAS PA D

O p tim a < 1 2 0 < 8 0

N o rm a l 1 2 0 -1 2 9 8 0 -8 4

E n e l lím ite  a lto  d e  la  n o rm a lid a d 1 3 0 -1 3 9 8 5 -8 9

HTA d e  g ra d o  1 (L ev e) 1 4 0 -1 5 9 9 0 -9 9

HTA d e  g ra d o  2  (M o d e ra d a ) 1 6 0 -1 7 9 1 0 0 -1 0 9

HTA d e  g ra d o  3 (G rav e ) ¿ 1 8 0 ¿ 1 1 0

H ip e r te n s ió n  s is tó l ic a  a is la d a ¿  14 0 < 9 0

PAS indica presión  arteria l sistólica, PAD indica presión  arteria l diastólica, HTA 
indica Hipertensión arterial. La Hipertensión sistólica aislada d e b e  graduarse (1, 2, 
3) con respecto  a los va lores d e  PAS, siem pre qu e los valores d e  PAD sean  < 9 0  
mmHg. Tabla extra ída  y  m odificada d e  la "Guia p a ra  el m an ejo  d e  la HTA"  (M ancia 
y  cois., 2007).

Para el correcto diagnóstico y clasificación de un paciente en una categoría 
determ inada de HTA, es im portante ten e r en cuenta ciertas recom endaciones a seguir 
para  la m edida de los valores de PA. La PA se caracteriza por variaciones espontáneas 
im portantes duran te  el día, así como en tre  días, m eses y estaciones (Mancia y cois., 
1983; Sega y cois., 1998; Modesti y  cois., 2006), p o r lo que se deben realizar varias 
determ inaciones durante un periodo largo de tiem po, sobre todo cuando la PA tan  
sólo se encuentre ligeram ente elevada, incluso de varios m eses, para  definir la PA 
"habitual" del paciente de una form a lo m ás exacta posible, m ientras que en pacientes 
con valores m uy pronunciados, datos de lesión orgánica relacionada o un elevado 
riesgo cardiovascular los periodos pueden ser más breves (Mancia y  cois., 2007). La 
PA puede ser m edida en el consultorio (PA clínica), en el domicilio por el propio 
paciente (PA domiciliaria), o de form a autom ática duran te  24h (PA am bulatoria), esta 
últim a más exacta y  m ejor correlacionada con lesiones orgánicas y  con el riesgo 
cardiovascular, siem pre siguiendo las recom endaciones específicas de la Sociedad
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Europea de H ipertensión (O'Brien y cois., 2003). Los um brales de PA establecidos 
para  definir la HTA serán  d iferentes según el m om ento del día o el m étodo de m edida 
usado, de hecho, los valores de PA am bulatoria y domiciliaria suelen se r inferiores a 
los del consultorio, tal y como se m uestra  en la Tabla II.

T ab la  II. U m b ra le s  d e  PA (m m H g ) p a r a  d e f in i r  la  HTA c o n  d if e re n te s  t ip o s  d e  d e te rm in a c io n e s .

D e t e r m i n a c i ó n PA S PA D

E n  e l c o n s u l to r io 1 4 0 9 0

D u ra n te  2 4 h  (a m b u la to r ia ) 1 2 5 -1 3 0 8 0

D iu rn a 1 3 0 -1 3 5 8 5

N o c tu rn a 1 2 0 70

D o m ic ilia r ia 1 3 0 -1 3 5 85

PAS indica presión  arteria l sistólica, PAD indica presión arteria l diastólica. Tabla 
ex tra ída  y  m odificada d e  la  "Guía para  e l m an ejo  d e  la HTA" (M ancia y  cois., 
2007).

Es im portan te ten e r en cuenta que aproxim adam ente en tre  un 15-20% de los 
pacientes diagnosticados de HTA de grado 1, diagnosticados gracias a los valores 
tom ados en la consulta del médico, tienen valores de PA am bulatoria < 135/85 mmHg, 
denom inando a éste fenóm eno Hipertensión de bata blanca o H ipertensión clínica 
aislada, y tam bién debe asociarse a un determ inado riesgo cardiovascular, si bien 
m enor que en o tros tipos de HTA, pero asociada a una alta prevalencia de lesiones 
orgánicas asociadas (Mancia y  cois., 2006; Kotchen, 2008). Este tipo de HTA suele ser 
más com ún en m ujeres con HTA de grado 1 (leve), a edades m ás avanzadas, en no 
fum adores, en la HTA de inicio reciente y cuando se obtiene un núm ero lim itado de 
determ inaciones en consultorio, con valores £ 140/90  mmHg en al m enos 3 
ocasiones (O'Brien y cois., 2003). También es posible encontrar el fenómeno inverso 
con una prevalencia similar, es decir, pacientes cuya PA en el consultorio se 
encuentra en niveles norm ales pero que cuando se mide la PA am bulatoria o 
domiciliaria se encuentra  po r encima de los um brales y se denom ina HTA 
am bulatoria aislada o enm ascarada. Son pacientes con un riesgo cardiovascular y 
metabólico asociado, y una prevalencia de lesiones orgánicas m ayores (Mancia y cois.,
2007).

Con frecuencia existen antecedentes familiares de HTA en los pacientes 
hipertensos, lo que indica que la herencia contribuye a la patogenia de este trastorno. 
En los seres hum anos se han identificado varias m utaciones en genes que codifican
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los principales sistem as de control de la PA, en tre  ellos el sistem a adrenérgico tal y 
como verem os a continuación, aunque aún no está clara su función exacta en la 
patogenia de la hipertensión esencial (Mancia y cois., 2007; Kotchen, 2008).

2.1.3 Relación de losARs y las GRKs con la Hipertensión Arterial

El sistem a nervioso autónom o m antiene la hom eostasis cardiovascular, 
m ediante el control de la PA, la regulación del volumen, y  las señales de los 
quim iorreceptores. Los reflejos adrenérgicos m odulan la presión sanguínea a corto 
plazo, m ientras que la función adrenérgica, conjuntam ente con factores horm onales y 
o tros relacionados con el volumen, contribuyen a la regulación a largo plazo de la PA. 
Las principales catecolam inas del sistem a adrenérgico, NA y A, juegan un papel muy 
im portan te  en la regulación cardiovascular. La NA es sintetizada y alm acenada en las 
neuronas, liberada en las term inaciones sinápticas cercanas a los vasos, m ientras que 
A es sintetizada y  liberada al to rren te  sanguíneo po r las glándulas suprarrenales 
(Kotchen, 2008). Los ARs, por ser los receptores que trasm iten  las señales de estas 
catecolaminas, estarán  íntim am ente relacionados con la regulación del sistem a 
cardiovascular, tal y como hem os visto anteriorm ente, y en este caso concreto, 
relacionados con la regulación de la PA, y  por lo tan to  implicados en m ayor o m enor 
m edida en la génesis y /o  m antenim iento de la HTA, ya que de ellos y  de su regulación 
dependen los m ecanism os que llevan al equilibrio en tre  los procesos de 
vasoconstricción/vasodilatación.

Como hem os mencionado anteriorm ente, los ARs-ai están  localizados 
principalm ente en  las células del músculo liso vascular y son los responsables de la 
vasoconstricción, tra s  ser activados por las catecolaminas. Por otro lado, la activación 

de los ARs-Pi del miocardio estim ula el ritm o y la fuerza de la contracción cardíaca, y 
en consecuencia aum enta el gasto cardíaco o volum en de sangre que el corazón 
expulsa a la circulación, y además, la activación de este AR tam bién estim ula la 
liberación de ren ina en el riñón, estim ulándose la retención de líquidos, am bos 

m ecanism os encam inados a aum entar la PA. Por último, la activación de los ARS-P2 

por la adrenalina circulante provoca la relajación el músculo liso vascular y po r lo 
tan to  una vasodilatación. También hay que ten er en cuenta que, las concentraciones 
circulantes de catecolam inas pueden afectar al núm ero de recep tores adrenérgicos en 
diversos tejidos. De hecho, tal y como vimos anteriorm ente, la regulación a la baja de 

los recep tores puede ser una consecuencia de los niveles altos de catecolaminas, 

m ediante la regulación que ejercen las GRKs/p-arrestinas, fenóm eno que explica la 

dism inución de la capacidad de respuesta, o taquifílaxia, a las catecolam inas. Por el
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contrario, con una reducción crónica de los neurotransm isores, los receptores 
adrenérgicos pueden aum en tar en núm ero, o ser regulados al alza, lo que resu lta  en 
una m ayor sensibilidad a los neurotransm isores. La adm inistración crónica de 
agentes que bloquean los receptores adrenérgicos puede dar lugar a la regulación al 
alza, y la re tirada de estos fárm acos puede producir una condición tem poral de 

hipersensibilidad a los estím ulos simpáticos. Los fármacos que bloquean el sistem a 
nervioso simpático son poten tes agentes antihipertensivos, lo que indica que el 
sistem a nervioso sim pático juega un papel im portante en el m antenim iento de las 
cifras elevadas de PA, quedando po r com probar si dicho papel es o no parte  de la 
causa de la enferm edad (Kotchen, 2008).

Num erosos estudios en la fisiopatología de la hipertensión han dem ostrado 
alteraciones en la función de los ARs debido a alteraciones en la densidad o en las vías 
de señalización intracelular, en concreto en varios tejidos de ratas espontáneam ente 
h ipertensas (SHR) y en particu lar en el corazón, los vasos sanguíneos y el riñón, 
tejidos que juegan un papel m uy im portante en la regulación de la PA (Takata y  Kato,
1996). Sobre esta línea de trabajo, muchos autores han sugerido que uno de los 
factores responsables de la HTA podría ser el aum ento de la reactividad vascular que 
se observa en diferentes m odelos de esta enferm edad frente a la estim ulación de los 

ARs-ai (Takata y Kato, 1996; Villalobos-Molina e Ibarra, 1999; G isberty  cois., 2002; 

Miquel y cois., 2005). Hay m uchos datos que hablan del posible papel de los ARs-ai en 
el desarrollo o el m antenim iento  del estado hipertensivo (Guimaraes y  Moura, 2001; 
Tanoue y cois., 2003). Los resultados difieren según los modelos utilizados, el 
territorio vascular estudiado o los agonistas y las técnicas em pleadas en ese 
momento. Así pues, varios au tores han encontrado que la contracción inducida por 
NA en aorta  de ra tas  SHR es m ayor cuando la com param os con sus respectivos 
controles (WKY) (Brown y cois., 1994; Chitaley y cois., 2001; Gisbert y cois., 2002; 
Miquel y cois., 2005), m ientras que por el contrario, otros investigadores han descrito 
in a  disminución en la respuesta  contráctil frente a dicha catecolam ina (Holck, 1988; 
Vila y cois., 1993), incluso hay estudios que ponen en evidencia la ausencia de 
cambios (Xu y cois., 1998). En vasos m esentéricos se ha descrito un aum ento en la 
sensibilidad a la NA en SHR respecto  a WKY (Mulvany y Nyborg, 1980; Gisbert y  cois., 
2002; Miquel y cois., 2005) y  en vasos de resistencia de ratas SHR jóvenes tam bién se 

ka detectado un aum ento en la vasoconstricción m ediada por los ARs-ai debida a un 

aumento de la inervación sim pática que da lugar a una m ayor liberación de NA, a una 
hperactividad en estos vasos y a un aum ento en la sensibilidad a los agonistas (Head, 
1989; Kongy cois., 1991; G isbert y cois., 2002; Miquel y cois., 2005). Algunos estudios 
en hum anos h ipertensos han detectado un increm ento en la vasoconstricción 

nediada por el AR-ai (Folkow, 1990; Brodde y Michel, 1992; Li y cois., 2007). Sin
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embargo, otros autores indican que la sensibilidad a agentes vasoconstrictores 

perm anece inalterada en arterias m esentéricas de estos pacientes (Falloon y 
Heagerty, 1994; Hutri-Káhonén y cois., 1999).

Se sabe que existe una proporción relativa de cada uno de los subtipos de ARs- 

a i  a nivel vascular, por lo que los cambios en la sensibilidad a los agonistas podrían 
deberse a cambios en este aspecto, de hecho se ha visto que esta  proporción está 

alterada en ra tas SHR de 12 meses, en las que la expresión de AR-aiD en aorta  se 
encuentra aum entada, a expensas de una dism inución en la proporción de los 

subtipos aiA y aiB, al m enos a nivel de ARNm (Xu y cois., 1998). Otros autores 
tam bién han sugerido la participación de este subtipo en la HTA, en estudios "zn vivo" 
(Villalobos-Molina y cois., 1999; Gisbert y cois., 2002) e “in vitro" (Villalobos-Molina e 
Ibarra, 1996, 1999; Ibarra y cois., 2000). En los vasos de resistencia de ra tas SHR 
jóvenes (prehipertensas) y adultas (h ipertensas) se ha encontrado una alta densidad 

del AR-aiD (Stassen y cois., 1997; Xu y cois., 1998; Villalobos-Molina y cois., 1999). El 

hecho de que el AR-aiD posea actividad constitutiva ha servido de hipótesis de trabajo 
a la hora de estud iar el rol fisiopatológico de este subtipo en la génesis y /o  
m antenim iento de la HTA, y se ha observado un aum ento funcional de este subtipo 
capaz de provocar un aum ento sostenido del tono contráctil ligado a la aparición del 
estado hipertensivo en ratas adultas, a causa de un increm ento en la población de 
receptores constitutivam ente activos (Gisbert y cois., 2002; Miquel y cois., 2005). 
Otro dato a favor del rol de este subtipo en el desarrollo y /o  m antenim iento de la 

HTA es que los ratones KO para  el A R -ch d  son m enos susceptibles de desarrollar la 
enferm edad en el modelo de h ipertensión por aum ento de la ingesta de sal tras 
nefrectom ía parcial (Tanoue y cois., 2002b).

El aum ento de las catecolam inas no solo está relacionado con el aum ento en el 
tono contráctil sino tam bién con el rem odelado vascular, ya que se ha observado 

tan to  en ratas como en hum anos que la continua estim ulación de los ARs-ai favorece 
el crecim iento y proliferación celular en músculo liso de aorta  (Chen y cois., 1995; Hu 
y cois., 1996; Xin y cois., 1997), y adem ás a nivel del corazón está  im plicada en la 
hipertrofia cardiaca (Simpson, 1983; Milano y cois., 1994a). Por o tro  lado, se ha visto 

que los ARs-ai están relacionados en m ayor o m enor m edida no sólo con los cambios 
propios del desarrollo  sino tam bién con los cambios adaptativos que ocurren en la 

HTA en respuesta  al aum ento de la PA, como se ha sugerido para  el subtipo aiD en 

células del músculo liso vascular (Xin y cois., 1997), o para  los subtipos aiA y aiB en el 
crecim iento del corazón (O'Connell y cois., 2003) donde al parecer la h ipertrofia 

asociada a la sobrecarga de presión se debería en m ayor m edida al subtipo aiB 

(W oodcock y cois., 2008), m ientras que el subtipo aiA podría ten e r efectos
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beneficiosos o card iopro tectores frente a este fenómeno (Du y cois., 2004). Algo que, 

s i tenem os en cuenta que el subtipo m ayoritario en el corazón hum ano es el aiA 
([Price y cois., 1994), explicaría los efectos adversos del tratam iento  crónico con 

antagonistas no selectivos de los A Rs-ai durante la hipertensión, según indicaba el 
"Ensayo clínico sobre el tra tam ien to  con A ntihipertensivos e Hipolipemiantes para  la 
prevención de Infartos" {Antihypetensive and Lipid-Lowering Tratm ent to Prevent 
A ttack  Trial, ALLHAT) en el año 2000.

Siguiendo con el corazón, los resultados encontrados tam bién son algo 
contradictorios. Algunos estudios dem uestran  en ratas pre-hipertensas un aum ento 

en  la densidad para  los ARs-ai (Hanna y Khairallah, 1986; W atanabe y cois., 1991) 
o tros sin em bargo dicen que no está  alterada (Blumenthal y cois., 1982; Yamada y 
cois., 1984). Cuando se estud ia  la ra ta  con su estado hipertensivo desarrollado, 
tam bién  podem os encon trar estudios que hablan de un aum ento de densidad (Hanna 
y  Khairallah, 1986; Limas y Limas, 1987; M atsumori y  cois., 1989), estudios que no 
encuentran  cambios (Blum enthal y  cois., 1982; Hicks y cois., 1983; M ertens y cois., 
1991) y estudios que encuentran  una disminución (Yamada y cois., 1984; Bohm y 
cois., 1988; Michel y  cois., 1989). Sin embargo en ninguno de los estudios se han 
apreciado cambios en la afinidad po r estos receptores a nivel cardiaco. El efecto 
inotrópico positivo de estos receptores sobre el corazón es ligeram ente m ayor en 
ra tas pre-h ipertensas (Bohm y cois., 1986) y m enor en SHR (Kunos y cois., 1978; 
M ertens y cois., 1992) com parando con sus respectivos controles.

Durante los inicios de la HTA, en ra tas SHR jóvenes de en tre  4 y 7 semanas, se 
ha visto una reducción significativa de la excreción de Na+ (Beierwaltes y cois., 1982), 
algo que se norm aliza en anim ales adultos ya hipertensos (Gesek, 1999), al igual que 
ocurre en el se r hum ano (Hall y cois., 1990). Por otro lado a nivel renal, es sabido que 

el subtipo aiB m edia la reabsorción tubu lar de Na+ y agua (Elhawary y Pang, 1994), y 
tam bién es sabido que en fases iniciales de la hipertensión, este subtipo es 
sobreexpresado a nivel proteico en células del túbulo distal de ratas jóvenes SHR o 
p re-h ipertensas de 6 sem anas, coincidiendo con un aum ento de reabsorción inducida 

por fenilefrina, po r lo que se deduce que el AR-aiB estará actuando sobre la 
reabsorción tubu lar de una form a m ás m arcada, algo que no ocurre una vez 
establecido el estado hipertensivo ya que los niveles de este subtipo se normalizan 
(Gesek, 1999). Basándose en estas observaciones se ha propuesto éste mecanismo 
como el inicio de la enferm edad, m ientras que el m antenim iento dependería más los 

ARs-ci2 (Gesek, 1999). Algunos au tores afirm an que esa sobreexpresión inicial podría 
ten er un origen genético, ya que el aum ento se produce an terio r a la enferm edad 
(Takata y Kato, 1996), y p o r o tra  parte  varios estudios parecen indicar que el inicio de
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la HTA podría e s ta r en el riñón, al m enos en modelos anim ales (Bianchi y cois., 1973; 
Rettig y cois., 1989; Takata y Kato, 1996), y que las diferencias observadas en la 
natriuresis en pacientes con hipertensión esencial podría se r la causa y no la 
consecuencia de la enferm edad (Hall y cois., 1990).

Por lo que respecta a los ARs-p, muchos estudios realizados en corazón 
m uestran  que no hay cambios de densidad en los receptores en estadios previos o 
pre-hipertensos (Blumenthal y cois., 1982; Yamada y cois., 1984; Michel y cois., 1987; 
Castellano y cois., 1993), sin em bargo en ra tas SHR ya h ipertensas encontram os 
controversia en los resultados ya que unos estudios m uestran  un descenso en la 
densidad (Yamada y cois., 1984; Limas y Limas, 1987; Bohm y cois., 1988; Castellano 
y cois., 1993), o tros ven que no cam bian (Blumenthal y cois., 1982; Michel y  cois., 
1987; Ohsuzu y cois., 1992) o incluso hay quién observa un aum ento (Maie y cois.,
1991). La discrepancia en los resultados probablem ente se deba a los diferentes 
m étodos usados en cada estudio. La m enor densidad de los AR-p encontrada en 
corazón de ra ta  SHR está asociada con el aum ento de la PA, ya que esta  bajada no se 
detecta en ra tas jóvenes pre-hipertensas. Casi ninguno de los estudios vieron 

diferencias de afinidad para  los ARs-p en tre  SHR y sus controles WKY. La pérdida de 

densidad p en corazón ha sido relacionada con una pérdida proporcional para  el 

subtipo Pi, incluso a nivel de ARNm, sin cambios observados para  el P2 (Yamada y 

cois., 1984; De Champlain, 1990; Castellano y cois., 1993). Esta bajada del subtipo Pi 
estaría  relacionada con una regulación a la baja inducida por el continuo estím ulo de 
NA (Head y cois., 1985) y contribuiría a a tenuar el efecto inotrópico positivo sobre el 
corazón (Kunos y cois., 1978; Yamada y cois., 1984; Bohm y cois., 1988), jugando un 
papel com pensador ante la elevada PA.

A nivel vascular, po r un lado se ha detectado una dism inución en la densidad 

de los ARs-p (Bruschi y cois., 1984; De Champlain, 1990), pero tam bién otros autores 
han com probado que no se producen cambios, en aorta de SHR de 16 sem anas 
(Borkowski y  cois., 1992), o incluso hay estudios que han observado un aum ento en 
células de m úsculo liso de ra tas jóvenes y en aortas de ra tas adultas h ipertensas de 18 
sem anas (Kwan y Lee, 1990; Asano y cois., 1991; Grammas y cois., 1994), 
encontrándose valores sim ilares para  la afinidad por los receptores, sugiriendo estos 

mismos autores, la posibilidad de que el aum ento P2 esté  relacionado con el 
crecim iento o con la hipertrofia vascular de estados más avanzados de HTA, m ientras 

que la regulación a la baja explicaría el deterioro de la vasodilatación p-adrenérgica 

(Asano y cois., 1991; Borkowski y  cois., 1992). En cuanto al subtipo P3 se ha visto en 
ratas SHR de 12 sem anas una regulación al alza, aunque este aum ento en la expresión 
no se asoció con un aum ento en la vasorelajación m ediada po r dicho subtipo (Mallem
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y cois., 2004). Lo que sí que está m uy aceptado es que la vasorelajación m ediada por 

los ARs-p, y más en general las funciones fisiológicas m ediadas por estos receptores a 
otros niveles (Inotropism o y cronotropism o positivo), se encuentran deterioradas en 
vasos y corazones de ra tas hipertensas SHR, especialm ente en fases tardías de la 
enferm edad, p robablem ente debido a una desensibilización de los mismos (Feídman, 
1987). Un estudio reciente en pacientes h ipertensos a los que se les ha realizado una 

derivación coronaria m uestra  una regulación a la baja para  el ARNm del AR-p2 en 
explantes de dichas arterias (Dungan y cois., 2009).

En cuanto al riñón unos han observado un aum ento de densidad, pero otros no 
han visto cambios tan to  en ratas pre-hipertensas como en hipertensas (Yamada y 
cois., 1982; Michel y cois., 1993). El aum ento sistémico de NA tam bién está asociado 
al aum ento de la actividad de NA en la microcirculación del riñón, con el fin de 
favorecer el flujo renal y  tra ta r  de hacer frente a daños iniciales, donde la activación 

de los ARs-Pi es responsable de la liberación de renina (Keeton y Campbell, 1980; 
Osborn y cois., 1981). Otros autores han visto que ante una activación aguda de los 

ARs-p, la respuesta  de renina está mucho más aum entada en ratas SHR (Porter,

1992). Además la densidad del subtipo Pi en riñón, se encuentra aum entada en todas 
las edades (Michel y cois., 1987). También se ha relacionado el aum ento de densidad 

para los ARs-p con las disfúnciones en los mecanism os de reabsorción tubular de Na+ 
y agua (A rendshorst y  Beierwaltes, 1979) y se ha dem ostrado una correlación con 
aum entos en la PAS en anim ales hipertensos, sugiriendo que el aum ento del núm ero 

de ARs-p en el riñón acom paña la elevación de la PA (Michel y cois., 1989).

El deterioro  de la respuesta  p-adrenérgica no se explica necesariam ente con 
una regulación a la baja del receptor en las ratas hipertensas SHR, ya que como 
acabamos de ver, m uchos trabajos han encontrado cambios tan to  al alza como a la 

baja en la densidad de los ARs-p en SHR com parando con sus controles WKY. Habrá 
que ten e r en cuenta cam bios en los mecanismos de transducción de las señales y de 
regulación de las mismas, y en este aspecto la mayoría de los trabajos han 
dem ostrado un descenso im portante en la actividad de la enzima AC en las ratas 
hipertensas, sobre todo a nivel cardiovascular (Takata y Kato, 1996). En hum anos 

también se ha descrito  un  descenso generalizado de la respuesta  p-adrenérgica en la 
hipertensión (Michel y  cois., 1990) relacionado con una regulación a la baja, con una 
alteración de los niveles de proteína G o con un deterioro de la vía de señalización 
(Feldman, 1987 ,1990 ,1995 ; Fujimoto y cois., 1987; Asano y cois., 1988).
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El deterioro  de la vasodilatación m ediada p o r los ARs-p juega un papel 
im portante en el desarrollo y /o  m antenim iento de la HTA y en este deterioro de la 

respuesta  p-adrenérgica juegan un papel clave las GRKs, ya que estas enzimas 
fosforilan a los receptores activados iniciando el proceso de desensibilización de la 
señal, tal y como hem os m encionado en an teriores apartados. Las prim eras 

evidencias de la implicación de la GRK2 en el deterioro  p-adrenérgico duran te  la HTA, 
se obtuvieron en linfocitos de pacientes h ipertensos, en los que tan to  la actividad 
como la expresión proteica de esta quinasa se encontraban aum entadas, sugiriendo la 
posibilidad de que estos cambios reflejen aquello que podría es ta r pasando en el 
sistem a vascular del paciente hipertenso (Gros y cois., 1997; Feldman y Gros, 1998). 
No se encontraron diferencias en cuanto a los niveles de ARNm, pero la expresión 
proteica de la GRK2 se correlacionaba de form a directa con la PA, los aum entos en la 
proteína están  relacionados con los aum entos en la PA, sugiriendo que este aum ento 
en la proteína podría ser un im portan te  factor para  el deterioro  de la vasodilatación 
P-adrenérgica característica de la HTA (Gros y cois., 1999). Más ta rd e  estas hipótesis 
se evaluaron en modelos anim ales de hipertensión, observándose un aum ento en 
proteína y actividad de la GRK2, tan to  en linfocitos como en aortas de ratas 
hipertensas (Gros y cois., 2000), y en m odelos transgénicos donde la sobreexpresión 
de GRK2 a nivel vascular producía HTA, hipertrofia vascular y cardiaca (Eckhart y 
cois., 2002), llegando a sugerir la posibilidad de esta r an te  uno de los m ecanismos 
causantes de la enferm edad (Feldman, 2002; Feldman y Gros, 2006). Recientemente, 
en un grupo de am ericanos de raza negra, se han observado niveles de ARNm 
elevados para la GRK2 en linfocitos circulantes de pacientes con PA £ 130mmHg. En 
este mismo trabajo tam bién se observa que el aum ento de expresión de esta quinasa 
está acom pañado por el aum ento en la concentración de NA en sangre. Por lo tanto, 
de estos resultados se deduce una relación directa en tre  los niveles de ARNm de 
GRK2 con las catecolam inas circulantes, y no tanto, una relación d irecta con la HTA, 
tal y como afirm aban sus au tores (Cohn y cois., 2009). Además en un modelo de 
h ipertensión portal, algo diferente pero que aporta  gran inform ación sobre el 
com portam iento de la quinasa en células endoteliales, se ha relacionado un aum ento 
en la actividad de GRK2 con una inhibición de la actividad de la sin tasa endotelial del 
NO (eNOS), favoreciéndose la h ipertensión po r deterioro  de la relajación m ediada por 
NO (Liu y cois., 2005).

Otra quinasa relacionada con la HTA, aunque con m enor evidencia, ha sido la 
GRK5, para  la que se observaron niveles elevados, tan to  de ARNm como de proteína, 
en el modelo de hipertensión inducido por NA y por A ngiotensina II (Ishizaka y cois.,
1997). Aunque los estudios an terio res no encontraron diferencias ni en la expresión 
ni en la actividad de esta quinasa, se ha visto en m odelos transgénicos que la
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sobreexpresión a nivel vascular eleva las cifras de PA, induciendo HTA a través del 

deterioro  P2, pero  sobre todo facilitando el acoplam iento del AR-Pi a la vía de la 
p roteína G¡ que provoca vasoconstricción por inhibición de la AC en anim ales macho, 
sin observarse hipertrofia de ningún tejido cardiovascular (Keys y cois., 2005). Por 
último, el rol de la GRK3 a nivel vascular es prácticam ente inapreciable y se necesitan 
m ás estudios que aclaren su papel en relación con la regulación de receptores 
m ediadores de la vasoconstricción (H arris y cois., 2008).

A nivel del corazón y referente a esta patología, tam bién se relaciona el 

deterioro  de la señal del AR-Pi con la hipertrofia cardiaca que se produce como 
consecuencia de la sobrecarga de presión tras periodos prolongados de HTA en 
modelos anim ales (Bohm y cois., 1992; Castellano y cois., 1993), y se ha com probado 
que este deterioro  está relacionado con un aum ento en la actividad y la expresión 
proteica de GRK2 (Choi y  cois., 1997), y  esto es debido a una hiper-estim ulación 

sim pática crónica de los ARs-p cardiacos (Iaccarino y cois., 1999), ya que adem ás, el 

tratam iento  con un p-bloqueante como Atenolol previene el aum ento de la GRK2 
(Iaccarino y cois., 2001). Se ha sugerido que la regulación al alza de la GRK2 en 
corazón podría jugar un papel determ inante en la transición del corazón 
hipertrofiado al corazón insuficiente (Anderson y cois., 1999). También se ha visto 
que la inhibición de la GRK3 a nivel cardiaco origina h ipertensión por aum ento del 

gasto cardiaco asociado a un aum ento de la actividad del A R -cxib, responsable de la 
fuerza de contracción del corazón (Vinge y cois., 2008). El estudio de las GRKs en el 
corazón se ha centrado sobre todo en la Insuficiencia cardiaca tal y como verem os en 
próxim os apartados.

A nivel renal, se ha visto una relación en tre  la GRK2 y los canales epiteliales 
in tercam biadores de Na+ de los túbulos distales de la nefrona, de m odo que un 
aum ento en la actividad de la quinasa supondría un aum ento del intercam bio de 
iones (Dinudom y cois., 2004), reabsorción de Na+ y líquidos, fenómeno relacionado 
con la hipertensión (Lifton y  cois., 2001). Otra quinasa que está probablem ente 
implicada en la hipertensión, a nivel renal, es la GRK4 a través de la desensibilización 
de los receptores de dopam ina renales, y en consecuencia a través de la dism inución 
de la natriu resis (Felder y  cois., 2002).

Hay que ten e r en cuenta que el polimorfismo genético  en los ARs y las GRKs 
puede contribuir a agudizar las diferencias en la respuesta  a los agonistas de 
pacientes h ipertensos respecto  a los norm otensos, y  puede estar más o m enos 

relacionado con la enferm edad. En concreto, para los ARs-ai se ha visto, que el 

subtipo aiB tiene dos form as polimórficas, pero estos polimorfismos no están
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relacionados con el aum ento de la PA en pacientes con HT esencial (Buscher y cois., 

1999), adem ás de la variante Arg492Cys para  el subtipo aiA que se asocia 
probablem ente a diferencias étnicas en la reactividad vascular pero no con la 
hipertensión esencial (Xie y cois., 1999). De los muchos polim orfism os observados 

para  los ARs-p tan  sólo unos pocos se relacionan con la HTA, m ientras que los otros 

afectan en m ayor o m enor m edida a la respuesta  frente al tratam iento  (Brodde, 2008; 

Leineweber y Heusch, 2009). Se han sugerido diferentes m utaciones de los ARs-p que 

están relacionadas con la HTA, al m enos tre s  polimorfismos de los ARs-Pi o dos de los 

ARS-P2, que en unos estudios se han relacionado con la enferm edad pero  en otros se 
han descartado, generando gran controversia en el campo (Brodde, 2008). Algunos 
ejemplos de polimorfismos relacionados con la HTA son las m utaciones Trp64Arg 

para  el subtipo P3, asociada norm alm ente con cifras elevadas de PA (Tonolo y cois., 

1999), o la variante Gln27 del AR-P2, con carácter inductor de la regulación a la baja 
para  este receptor (Green y cois., 1994) y asociada a niveles altos de PAD (Binder y 

cois., 2006), y tam bién el polimorfismo Arg389Gly del Pi asociado con un alto riesgo 
de hipertrofia cardiaca duran te  la HTA (Fu y cois., 2008). En cuanto a las GRKs aún no 
se ha relacionado directam ente con la HTA ningún polimorfismo, si bien se han 
descrito polimorfismos como la variante Leu41 de la GRK5 asociada a un aum ento del 

deterioro de la señal del AR-P2 (Wang y cois., 2008).

En definitiva, todo apunta a que el desequilibrio en tre  los procesos de 
contracción y relajación vascular responsables del aum ento de la PA duran te  la HTA, 

podría venir de la mano de un aum ento en la funcionalidad de los ARs-ai 

acom pañado de un deterioro de la vasodilatación p-adrenérgica por una 
desensibilización excesiva por parte  de las GRKs. Queda por aclarar si este 
m ecanismo es derivado o no de cambios genéticos, y en qué m odo pueden llegar a ser 
consecuencia de las cifras elevadas de PA o, como proponen algunos, ante uno de los 
mecanismos causantes de la enferm edad. En el desarrollo de la p resen te  tesis 
doctoral tratarem os de responder a estas y o tras cuestiones.
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2 .2  In s u f ic ie n c ia  Ca rd ia c a

El corazón es el principal órgano del sistem a circulatorio, la m áquina encargada 

de bom bear la sangre y po r lo tanto  de proporcionar oxígeno a todo el organismo, 
liberándolo al mismo tiem po de los productos de desecho (anhídrido carbónico). En 
concreto, esta función supone recoger la sangre del organismo, pobre en oxígeno, y 
bom bearla hacia los pulmones, donde se oxigena y libera el CO2; seguidam ente el 
corazón conduce esta sangre rica en oxígeno hacia todos los tejidos del organismo 
para  satisfacer sus necesidades metabólicas. La correcta oxigenación de los órganos 
es vital para  el individuo y de ahí la im portancia del correcto funcionam iento del 
corazón. Cuando aparece una reducción de la capacidad del corazón para  m antener 
un rendim iento eficaz, nos encontram os ante un problem a que com prom ete 
seriam ente la vida del paciente, éste problem a se conoce con el nom bre de 
Insuficiencia Cardiaca (IC).

2.2.1 Definición y Etiología
El térm ino Insuficiencia Cardiaca (IC) significa sim plem ente una incapacidad 

del corazón para  bom bear la suficiente cantidad de sangre como para satisfacer las 
necesidades del organismo, pudiendo m anifestarse por una disminución del gasto 
cardiaco y /o  por un estancam iento de sangre en las venas situadas debajo del 
hemicardio (Guyton y Hall, 1996). Cuando el gasto cardiaco disminuye en exceso, el 
corazón no es capaz de satisfacer las necesidades metabólicas del organismo, 
apareciendo en consecuencia síntom as de fatiga, debilidad y signos de mala perfusión 
tisular como oliguria, palidez cutánea y confusión en tre  otros (Betriu, 1996).

Cuando la función de bom ba del corazón se halla deprim ida su causa 
subyacente suele ser un déficit de la contractilidad del miocardio, el cual puede ser 
debido a varias situaciones: a una afectación directa del músculo cardíaco, como 
sucede en las m iocardiopatías o debido a una isquem ia que inhabilita una 
determ inada zona del corazón; puede ser debida tam bién a una sobrecarga im puesta 
al corazón, como consecuencia de una lesión valvular o, como veíamos en el apartado 
anterior, consecuencia de la elevada carga de trabajo que sufre el corazón ante una 
hipertensión arterial; en o tras ocasiones, la dificultad consiste en una restricción del 
llenado ventricular, como ocurre en las pericarditis o en ciertas arritm ias rápidas; en 
todos estos casos y aún con una afectación im portante de la capacidad contráctil del 
corazón, los m ecanism os de compensación son, por lo general, capaces de m antener 
un gasto cardíaco normal, al m enos en reposo (Betriu, 1996).



R e v is ió n  B ib l io g r á f ic a

Por lo tanto, en cuanto se produce una bajada drástica del gasto cardiaco 

debido al deterioro  del corazón, se ponen en m archa num erosos m ecanismos reflejos 
encam inados a com pensar la función deteriorada. Por un lado, el aum ento del 
volumen residual a consecuencia de la disminución de la fracción de eyección del 
ventrículo izquierdo (FEVI), la contracción venosa, y la retención de líquidos, elevan 
el volumen telediastólico de este ventrículo (VTDVI), resultando un aum ento de la 
precarga que conduce al restablecim iento del gasto cardiaco, cuyo precio a pagar son 
varios de los síntom as de la enferm edad como disnea o edem a pulm onar entre otros. 
Tam bién es im portante el aum ento de la m asa m uscular o hipertrofia ventricular que 
es otro de los m ecanism os que se establecen frente a una sobrecarga de presión 
m antenida (como ocurría en estadios tardíos en la HTA). Cuando la sobrecarga es por 
volum en y no po r presión, se produce la elongación de las fibras que conduce a la 
dilatación del corazón (Betriu, 1996).

Sin duda, en tre  estos m ecanism os reflejos de compensación, destaca la 
estim ulación simpática, capaz de estim ular al corazón en pocos segundos y de forma 
muy intensa. Esta estim ulación tiene dos consecuencias principales, la prim era sobre 
el corazón que tiende a aum entar la contractilidad y acelerar la FC, fortaleciendo la 
m usculatura dañada, aunque aún funcional, y estim ulando la zona de m iocardio 
funcional o no dañada, de modo que, gracias a la estimulación simpática, el corazón se 
convierte en una poderosa bomba, a m enudo más funcional aún. La segunda 
consecuencia de la estim ulación sim pática es sobre los vasos, provocando un 
aum ento del re to rno  venoso al elevar el tono vascular, lo que trae  como consecuencia 
un increm ento de la presión de llenado, y un aum ento del volum en de sangre que el 
corazón recibe, po r lo tan to  un aum ento de la presión intraauricular. Además el 
aum ento de sangre que recibe el corazón y el aum ento de la p resión están favorecidos 
tam bién por el aum ento de la volemia debido a la retención de líquidos estim ulada 
por el sistem a renina-angiotensina-aldosterona. Todos estos factores ayudan a que el 
corazón bom bee m ayor volum en sanguíneo, y en consecuencia in tentan que esa IC 
inicial quede com pensada. Si la lesión es muy grave, ni el sistem a sim pático ni la 
retención de líquidos serán capaces de hacer que el corazón bom bee la sangre 
necesaria (Guyton y Hall, 1996).

Cuando el corazón es incapaz de garantizar un gasto cardiaco adecuado en 
reposo, el aum ento de las resistencias periféricas ayuda a la distribución sanguínea 
preferentem ente a los órganos vitales como el cerebro y el propio corazón, y esto 
tam bién puede ten e r como consecuencia la aparición de síntom as p o r falta de 
irrigación tisu lar como frialdad, cianosis, fatiga y debilidad (Betriu, 1996). Por otro 
lado se siguen reteniendo líquidos, debido al deterioro de la función renal p o r falta de
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sangre, se producen cada vez más edem as, y en consecuencia aum ento de la presión 

de llenado, de la presión auricular derecha, hasta que finalm ente el corazón se 
d istiende tanto  y está  tan  edem atoso que no es capaz de bom bear ni siquiera 
cantidades m oderadas de sangre, fracasando po r completo y llegando a un estado que 
lleva finalm ente a la m uerte  del paciente (Guyton y Hall, 1996). Las causas más 
frecuentes de deterioro  funcional son el daño o la pérdida de músculo cardiaco, la 
isquem ia aguda o crónica, el aum ento de las resistencias vasculares con HTA o el 
desarrollo  de taquiarritm ias como la fibrilación auricular (Dickstein y cois., 2008).

La anom alía cardiaca o causa subyacente de la enferm edad, puede existir 
d u ran te  muchos años sin que existan síntom as clínicos gracias a estos mecanismos 
com pensatorios (cardiopatía com pensada o IC com pensada), pero desgraciadam ente 
estos mecanismos tienen  un límite, esto ocurrirá cuando un determ inado proceso 
agudo sea capaz de provocar una sobrecarga adicional que deteriore la función de un 
corazón, ya de por sí deteriorado por haber estado som etido a una sobrecarga 
crónica, llegando al punto en el que los m ecanism os de compensación no sean 
capaces de m antener la función cardiaca com pensada, desencadenándose en ese 
m ism o m om ento la descom pensación característica de la IC (Braunwald, 2003).

Al valorar a los pacientes con IC es muy im portante identificar la causa 
desencadenante de la enferm edad. Estas causas son trasto rnos agudos que, en 
ausencia de una causa subyacente, no suelen provocar per se una IC, pero el hecho de 
detec tar la causa desencadenante puede ser crucial y vital para  el paciente. Las causas 
desencadenantes de IC m ás frecuentes son: Infecciones, ya que la fiebre, la 
taquicardia, la hipoxemia y el aum ento de las necesidades m etabólicas de los tejidos 
infectados pueden sobrecargar el m iocardio dañado; Anemia, ya que en este caso las 
necesidades de oxígeno tisu lares sólo podrían satisfacerse aum entando el gasto 
cardiaco, y un corazón dañado no puede soportar estos aum entos; Tirotoxicosis y 
Embarazo, ya que en am bos casos tam bién se produce un aum ento elevado del gasto 
cardíaco; Arritmias, una de las causas más frecuentes, ya que se suele reducir el 
tiem po de llenado ventricu lar en taquicardias, en algunos casos se disocian los 
m ecanism os de contracción auricular y  ventricular deteriorando aún más la función 
cardíaca, y en el caso de bradicardias dism inuye mucho el gasto cardiaco; Miocarditis 
reum ática vírica, o tras form as de miocarditis, y tam bién la Endocarditis infecciosa, 
por las mismas razones que cualquier infección adem ás del deterioro que se añade al 
ser el propio corazón el órgano infectado; los excesos físicos, dietéticos, líquidos, 
am bientales y emocionales pueden sobre estim ular al corazón de m anera excesiva; la 
hipertensión, porque la elevación de las cifras de PA sobrecarga al corazón, pero 
tam bién cuando se in terrum pe bruscam ente el tratam iento  antihipertensivo, ya que
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puede originarse una descom pensación cardiaca; el Infarto de m iocardio es capaz de 
deterio rar aún más la función cardiaca; y por último, la Embolia pulm onar, que puede 
elevar la PA pulm onar y dete rio ra r aún más la función ventricular (Braunwald, 2003). 
Sin lugar a dudas, y  sobre todo en países industrializados, la enferm edad coronaria, 
tanto  en hom bre como m ujeres, es la causa predom inante de la IC siendo responsable 
del 60-75%  de los casos de esta  enferm edad, m ientras que la enferm edad valvular la 
causa un 10%, al igual que las miocarditis. La HTA es la causa desencadenante del 
75% de los casos de IC, que unido a la enferm edad coronaria y a otros factores de 
riesgo como la diabetes, aum entan considerablem ente el riesgo de padecer la 
enferm edad (Dickstein y cois., 2008; Mann, 2008).

En definitiva, la IC es un  síndrom e en el que los pacientes presen tan  
determ inados síntom as como: falta de aire en reposo o duran te  el ejercicio, fatiga, 
cansancio, inflamación de tobillos; signos de retención de líquidos, como congestión 
pulm onar o hinchazón de tobillos, edem a periférico, otros como taquicardia, 
taquipnea, estertores pulm onares, derram e pleural, elevación de la presión yugular 
venosa, hepatom egalia; y evidencia objetiva de una alteración cardiaca estructural o 
funcional en reposo, caracterizada por la presencia de cardiomegalia, te rce r sonido, 
soplos cardiacos, anom alías electrocardiográficas, o concentraciones elevadas de 
péptidos natriuréticos; síntom as y signos que se usan para  su diagnóstico y 
clasificación, adem ás de para  contro lar los efectos del tratam iento  (Dickstein y cois., 
2008).

Además, hay que ten e r en cuenta que la IC es un problem a m undial creciente, 
con más de 2 0  millones de personas afectadas y una prevalencia global del 2 % de la 
población adulta en países desarrollados, que sigue un patrón  exponencial que 
aum enta con la edad, y afecta en tre  el 6-10%  de las personas m ayores de 65 años, 
aum entando drásticam ente para  alcanzar valores de h asta  el 20%  en pacientes de 70- 
80 años. En los grupos más jóvenes, la prevalencia es mucho m ayor en los hom bres 
que en las m ujeres, ya que este tipo de enferm edades aparece en edades más 
tem pranas en los hom bres, aún así, aunque la incidencia relativa de IC es m enor en 
m ujeres que en hom bres, las m ujeres constituyen al m enos la m itad de los casos de IC 
debido a su m ayor esperanza de vida, y  en grupos adultos la prevalencia es sim ilar en 
am bos sexos (Dickstein y cois., 2008; Mann, 2008). Aunque algunos pueden  vivir 
muchos años, lo cierto es que m ás del 50% de los pacientes que sufren IC fallece a los 
5 años de su diagnostico o reingresa duran te  el prim ero (Stew art y cois., 2001).
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El tra tam ien to  de la enferm edad pasa por el autocontrol del paciente, es decir, 
m edidas a  tom ar po r el paciente que estarán  destinadas a m antener la estabilidad 
física, evitar com portam ientos que em peoren la enferm edad y detectar de form a 
precoz cualquier síntom a de em peoram iento, m edidas que pueden ten er un im pacto 
significativo en los síntom as, la capacidad funcional, el bienestar, la m orbilidad y el 
pronóstico (Jaarsm a y cois., 2003). Además, y m uy im portante, el tra tam iento  
farmacológico que estará  encam inado de form a general a reducir la m orbim ortalidad 
y  prolongar la vida del paciente, pero  tam bién a reducir al máximo los síntom as 
excesivam ente lim itantes, y para  esto tam bién será necesario el tratam iento  de 
enferm edades con com orbilidad como HTA y diabetes, en tre  o tras (Dickstein y  cois., 
2008).

En estadios m uy avanzados de la enferm edad o formas m uy graves, puede que 
el tratam iento  no sea efectivo, en estos casos podem os encontrar dos opciones, por 
un  lado el cuidado paliativo del enferm o que ayude al paciente a pasar con el m enor 
sufrim iento posible los últim os días de su vida, y por otro lado, cuando el paciente es 
relativam ente joven y sin o tras complicaciones serias añadidas, la elección es el 
trasp lan te  ortotópico (aloinjerto) de corazón de personas donantes fallecidas. Con 
este  criterio se som eten a trasp lan te  de corazón pacientes con una enferm edad 
cardiaca term inal, es decir, pacientes con muy baja probabilidad de supervivencia en 
6 - 1 2  meses, pero con altas probabilidades de sobrevivir y llevar una vida activa tras 
el trasplante, y que no sufran o tras enferm edades generales graves (enferm edades 
cerebrovasculares o vasculares periféricas, diabetes, obesidad, cáncer, o infecciones 
crónicas) (Schroeder, 2003; Hunt, 2008). La supervivencia al cabo de los años tra s  el 
trasp lan te es m uy elevada, llegando a alcanzar el 85%  en el p rim er año y el 70%  al 
quinto post-trasplante, siendo el riesgo de m orir más elevado duran te el p rim er año y 
m enor conform e avanza el tiem po (Taylor y cois., 2005). El tra tam iento  
inm unosupresor y  el control del rechazo es muy im portante para el éxito del 
trasplante, hay que evitar que se produzca una respuesta  inm une caracterizada por 
infiltración perivascular de linfocitos T citotóxicos, que m igran al m iocardio y 
producen necrosis celular, o las infecciones propiciadas por la inm unodepresión. 
Estos corazones trasp lan tados perm anecen inicialm ente sin inervación (en algunos 
pacientes se produce una reinervación parcial de form a tardía), de modo que son el 
nodulo sinusal y  la adm inistración de fárm acos cronotrópicos los que controlen la FC. 
Además el ejercicio m oderado, es capaz de liberar catecolaminas al to rren te  
circulatorio que m ejoran la función cardiaca gracias a sus efectos inotrópicos y 
cronotrópicos positivos, aum entando el gasto cardiaco hasta un 70%  de lo esperado 
para la edad del paciente, cifra m ás que suficiente para  una vida norm al (Schroeder, 
2003; Hunt, 2008). En el últim o inform e realizado por la Sociedad Internacional para
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el trasp lan te  de Corazón y Pulmón (International Society fo r  Heart and Lung 

Transplantation, ISHLT), se p resen ta  inform ación sobre cerca de 85.000 trasp lan tes 
de corazón llevados a cabo en todo el mundo, que añadiendo aquellos realizados en 
centros no registrados supondría algo más de 5.000 p o r año. La edad m edia de estos 
pacientes ronda los 50 años de edad, siendo en su m ayoría hom bres, prácticam ente 
todos aquejados de cardiom iopatía o enferm edad de las arterias coronarias. La vida 
m edia de estos pacientes es de m ás de 1 0  años, tras haberles realizado el aloinjerto, 
en prácticam ente todos los grupos de edad, reduciéndose a 7-8 años en pacientes que 
se som etieron a esta intervención en edades más avanzadas (65-70 años), lo que 
supone un aum ento considerable de la expectativa de vida en pacientes que se 
encontraban inicialmente en una alta probabilidad de fallecer en  un periodo no 
superior al año, incluso se estim a que un 2 0 % de estos pacientes perm anecerán vivos 
hasta 20 años después (ver Imagen 10). La principal causa de m uerte duran te  el 
p rim er mes es el fallo del injerto (41% ), duran te  el p rim er año el problem a principal 
son las infecciones (30%), 5 años después la principal causa de m uerte de estos 
pacientes son las enferm edades coronarias junto con el fallo tardío  del injerto 
probablem ente debido a la enferm edad coronaria (32% ). Sin embargo, aquellos 
pacientes que sobreviven tra s  1 0  años desde el trasp lan te  tienen complicaciones 
añadidas, el 97%  padecen HTA, algunos de ellos con insuficiencia renal severa (14%), 
el 93%  hiperlipidem ias, 39% diabetes y 52% enferm edades coronarias, pero a pesar 
de todo el trasp lan te  de corazón supone una buena elección en pacientes con una IC 
en fase term inal, aum entado considerablem ente tan to  su expectativa como su calidad 
de vida (Taylor y cois., 2009).

En el contexto español, según los datos del "XIX inform e oficial de la Sección de 
IC, T rasplante Cardiaco y o tras alternativas terapéuticas de la Sociedad Española de 
Cardiología", el núm ero total de trasp lan tes en tre  los años 1984-2007 fue de 5.482, a 
una m edia de 300 trasp lan tes anuales en los últim os 10 años. El perfil clínico medio 
del paciente que se trasp lan tó  fue el de un varón de 52 años de edad, diagnosticado 
de cardiopatía isquémica no revascularizable o m iocardiopatía dilatada idiopática con 
depresión grave de la función ventricular y situación funcional avanzada, al que se 
im plantó un corazón de 37 años procedente de un donante fallecido por traum atism o 
craneal o hem orragia cerebral y con un tiem po de espera  de 103 días. El tiem po 
medio de supervivencia ha ido increm entándose con los años de forma sim ilar a la 
observada en el ámbito internacional (ver Imagen 10). La supervivencia obtenida en 
España con el trasp lan te  cardiaco, sobre todo en los últim os años, sitúa al trasp lan te  
como el m ejor tratam iento  ante cardiopatías term inales en situación funcional 
avanzada y sin otras opciones médicas o quirúrgicas establecidas (Almenar-Bonet,
2008).
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2.2.2 C l a s i f i c a c i ó n

Por lo general, en la descripción de los pacientes con IC se utilizan num erosos 

térm inos y expresiones com plem entarias. Basándonos en el tipo de presentación  

clínica, podem os distinguir de forma clara tres tipos: la IC de nueva aparición  

(refiriéndose a la primera aparición, al primer episodio agudo o subagudo), la IC 

transitoria  (durante un periodo lim itado, aunque pueda estar indicado el tratam iento  

a largo plazo, tam bién denom inada recurrente o episódica) y la IC crónica (es la IC 

tam bién conocida com o persistente, estable, em peorada o descom pensada), en este  

caso, el em peoram iento de la IC conocido con el térm ino de descom pensación es, en 

el 80% de los casos, la forma más frecuente de IC que requiere hospitalización  

(Dickstein y cois., 2008). Como hem os visto anteriorm ente tam bién se refiere a la IC 

com o dos tipos: IC com pensada, en la que hay una lesión del corazón, pero el gasto  

cardiaco se m antiene en condiciones norm ales gracias a los m ecanism os  

com pensatorios, o IC descom pensada  cuando ni el sistem a sim pático ni la retención de
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líquidos es capaz de m antener el gasto cardiaco elevado, haciéndose muy evidentes 
los signos y síntom as de la enferm edad.

Tam bién se ha com entado la posibilidad de dividir la IC en sistólica y diastólica, 
sin em bargo esta división resulta algo arbitraria , ya que se basa en el cálculo de la 
FEVI y no hay consenso para  definir los lím ites de este parám etro. Sólo en algunos 
casos la FEVI se encuentra conservada (£ 40-50% ), pero en la m ayoría de pacientes 
se observa una clara evidencia de disfunción en am bos sentidos, tan to  a nivel de la 
función sistólica como diastólica, en reposo y duran te  el ejercicio, por lo tan to , la IC 
diastólica y la sistólica, no deben considerarse entidades separadas (B ru tsaert y  De 
Keulenaer, 2006). La IC diastólica se ha descrito  tam bién como IC con la fracción de 
eyección o función sistólica conservada o norm al (Dickstein y cois., 2008).

Otros térm inos utilizados para  clasificar la IC más antiguos son los de IC 
posterior o anterior relacionados con la perfusión tisu lar y el aum ento de la p resión 
auricular izquierda. El térm ino de IC derecha, se utiliza para aquella IC que p resen ta  
congestión venosa sistém ica y que cursa con edem a en los tobillos, o el térm ino de IC 
izquierda si p resen ta  congestión venosa pulm onar cursando con edem a pulm onar. 
Por otro lado se usa el térm ino de IC de gasto elevado para referirse a estados que 
cursan con signos y síntom as sim ilares a la IC sin que la enferm edad cardíaca sea la 
afección principal (anemias, infecciones sistém icas y o tras enferm edades) y son 
reversibles con el tratam iento, por lo que no debería ser considerada como una IC 
propiam ente dicha, más bien considerada como IC secundaria a trasto rnos 
circulatorios de gasto elevado (Dickstein y cois., 2008). La IC de gasto bajo o Shock 
Cardiogénico ocurre después de una crisis aguda o después de periodos muy 
prolongados de deterioro  progresivo, se refiere a un estado en el que el corazón es 
incapaz de bom bear ni tan  siquiera la cantidad mínima de flujo sanguíneo para 
m antener el cuerpo con vida, todos los tejidos comienzan a sufrir y a deteriorarse, 
incluido el propio corazón, llevando m uchas veces a la m uerte  del paciente en 
cuestión de horas o días (Guyton y Hall, 1996).

G eneralm ente se utilizan dos clasificaciones para definir la gravedad de la IC 
(ver Tabla III). Una de ellas, la más em pleada, se basa en los síntom as y en  la 
capacidad de realizar ejercicio o de poder soportar una actividad física más o m enos 
normal, esta  clasificación funcional es la clasificación que propone la Asociación del 
Corazón de Nueva York [New York Heart Association, NYHA) [The criterio com m ittee  
o fth e  NYHA, 1994), m uy útil en la práctica clínica y utilizada de form a rutinaria en  la 
m ayoría de los ensayos clínicos de distribución aleatoria. La segunda clasificación 
describe distintos grados de IC basados en cambios estructurales o daños sufridos en
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el m úsculo cardiaco y sus sín tom as asociados. Esta clasificación estructural es la 

clasificación propuesta de forma conjunta por el Colegio Americano de Cardiología 

[American College o f  C ardiology, ACC) por un lado y por la Asociación Americana del 

Corazón [American H eartA ssociation, AHA) por otro (Hunt y cois., 2005).

T abla  III. Clasificación de la Insuficiencia cardiaca según anomalías estructurales (ACC/AHA) o según 
sintomatología funcional (NYHA).

C lasificación e s tru c tu ra l (ACC/AHA) Clasificación funcional (NYHA)
Estadio Estructura/daño del músculo cardiaco Clase Síntomas/actividad física

A Con a lto  riesg o  d e  IC. A nom alía e s tru c tu ra l o 
funcional no iden tificada ; sin  signos ni 
sín to m as.

I Sin lim itación  de la activ idad  física; el ejercicio  
no rm al no causa a lterac iones.

B E n ferm edad  card iaca  e s tru c tu ra l 
d e sa rro llad a  c la ram e n te  en  re lación  con la 
IC, p e ro  s in  s ignos ni sín tom as.

II Ligera lim itación de la activ idad  física, sin 
s ín to m as en reposo ; la activ idad  física no rm al 
causa  fatiga, pa lp itac iones o d isnea.

C IC s in to m á tica  asoc iada  a en fe rm ed ad  
e s tru c tu ra l su b y acen te .

III A cusada lim itación  de la activ idad  física, sin 
s ín to m as en reposo ; cu alqu ier activ id ad  física 
p rovoca  ap aric ió n  de los sín tom as.

D E nferm edad  card iaca  e s tru c tu ra l av an zad a  y 
s ín to m as acu sad o s  de  IC en rep o so  a p e sa r 
del t r a ta m ie n to  m édico  m áxim o.

IV Incapacidad  de rea liza r activ idad  física; los 
sín to m as están  p re sen te s  incluso en rep o so  y 
a u m e n tan  con cu a lq u ie r activ idad física.

IC indica Insuficiencia Cardiaca, ACC indica American College o f Cardiology, AHA indica American Heart Association, 
NYHA indica N ew  York Heart Association. Tabla extraída y modificada de la "Guía de práctica clínica para el diagnóstico  
y tratam iento  de la IC aguda y crónica" (Dickkstein y cois., 2008).

La clasificación estructural, de más reciente creación que la funcional de la 

NYHA, fue creada únicam ente con el objetivo de com plem entar la clasificación  

existente con datos estructurales, m ucho más objetivos que la valoración de los 

síntom as, y no con el propósito de reem plazar una por otra, siendo de gran utilidad el 

uso de ambas. Por lo general los pacientes irán avanzando estadios según la 

clasificación estructural, ya que el daño estructural persiste o em peora de forma 

progresiva, m ientras que la sintom atología puede mejorar con el tratam iento y la 

capacidad de realizar actividad física puede estar influida por otras enferm edades, 

variando en ese  caso la clase NYHA en la que se encuadra al paciente. Todos los 

pacientes aquejados de IC declarada se encuentran en los estadios C y D. Los 

pacientes incluidos en el estadio A son pacientes con elevado riesgo de padecer la 

enferm edad, recom endándose el tratam iento de las enferm edades asociadas que 

aum entan el riesgo tales com o HTA, aterosclerosis, y  obesidad entre otros, al igual 

que para pacientes con IC com pensada o sin sintom atología asociada (estadio B).
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Cuando el deterioro  es m uy avanzado (estadio D) y los síntom as no rem iten  con el 
tratam iento , se recom iendan según el paciente, tra tam ientos paliativos o el trasp lan te  
cardiaco (H unt y  cois., 2005). Según los datos del Registro Nacional de T rasplante de 
Corazón, la m ayoría de los pacientes som etidos a esta intervención se encontraban 
clasificados den tro  de la Clase IV de la NYHA (Almenar-Bonet, 2008).

De una form a m ás sencilla se utiliza el térm ino «IC leve» para  los pacientes que 
pueden realizar una actividad física norm al sin lim itaciones a causa de la disnea o de 
la fatiga, «IC grave» para  los pacientes muy sintom áticos que requieren  frecuente 
atención médica, e «IC m oderada» para el resto de pacientes (Dickstein y cois., 2008).

La identificación de signos y síntom as a tiem po, así como de los factores de 
riesgo asociados, será fundam ental para  un diagnóstico precoz, una correcta 
clasificación del paciente y por lo tanto  para  la prevención y el tratam iento , que en 
definitiva será  el responsable de m ejorar la calidad y aum entar la expectativa de vida 
del paciente.

2.2.3 Relación de losARs y las GRKs con la Insuficiencia Cardiaca
Tal y como hem os mencionado anteriorm ente, en la IC com pensada, la 

estim ulación simpática, y por lo tanto  el sistem a adrenérgico, juegan un papel m uy 
im portante en la com pensación del gasto cardiaco, tan to  a nivel del corazón como 
vascular, con el fin de restablecer la función deteriorada (Guyton y Hall, 1996), pero  
tam bién juegan un papel im portante en el desarrollo  y  la progresión de la 

enferm edad, po r lo tan to  los ARs-ai y -p, adem ás de las GRKs, estarán  implicados en 
m ayor o m enor medida.

Los ARs-p han sido los más estudiados en esta enferm edad. Se ha dem ostrado 

en num erosas ocasiones que el sistem a p-adrenérgico juega un papel clave en la 
regulación de la función cardiaca, tal y como hem os visto en an teriores apartados, y 
adem ás se sabe que está involucrado en la patogénesis de la Insuficiencia cardiaca 

(Port y Bristow, 2001; Feldman y  cois., 2008), de ahí que el uso de fármacos p- 

bloqueantes constituya una parte  im portante en la terap ia  contra la enferm edad 

(Satwani y cois., 2004). Por un lado, se sabe que la estim ulación de los ARs-p 
cardiacos supone un aum ento de la contractilidad del corazón, necesario para  
com pensar la insuficiencia cardiaca pero  que no se puede sostener duran te  un 
periodo m uy prolongado, ya que acaba desem bocando en una regulación a la baja, un 
aum ento de la apoptosis y un rem odelado cardiaco inadecuado (Lee y cois., 2008).



R e c e p to r e s  A d re n é rg ic o s  y  GRKs e n  p a to lo g ía  c a r d io v a s c u la r

Apoyando estos resultados se ha com probado cómo, en ratones transgénicos con una 

sobreexpresión del AR-0i, m ás sensibles a las catecolaminas, y con una elevada 
función cardiaca, m uchos de estos ra tones adultos, con el paso del tiem po, acababan 
desarrollando IC que venía acom pañada de hipertrofia ventricular, deterioro  celular y 
fibrosis, cosa que no ocurría en el grupo control, sugiriéndose propiedades pro- 
apoptóticas a largo plazo para  este subtipo (Engelhardt y cois., 1999), probablem ente 

porque tra s  la estim ulación continuada de este subtipo 0i se activa la vía de la 
CaMKII, cuyo predom inio cursa con apoptosis y rem odelado inadecuado que conduce 
al desarrollo y progresión de la IC (Zhang y cois., 2003). En cuanto al m odelo en el que 

se  sobreexpresaba el AR-02, tam bién se pudo observar un aum ento de la función 
cardiaca pero sin cambios estructurales del corazón (Milano y cois., 1994b), y adem ás 
algunos estudios vieron como la sobreexpresión m oderada del subtipo servía para 
res tau rar la función y la morfología cardiaca deterioradas (Dorn y cois., 1999), 
aunque otros estudios observaron que una sobreexpresión excesiva de este subtipo sí 
que estaba relacionado con una h ipertrofia cardiaca y una IC a m edida que el animal 
envejecía concluyendo con la m uerte de los ratones por una cardiom iopatía dilatada 
extrem a (Du y cois., 2000; Liggett y cois., 2000; Schwarz y cois., 2003). Por lo que 

respecta al subtipo 0 3  cuyo efecto en corazón es contrapuesto al de los otros subtipos 
(inotropism o negativo), la sobreexpresión m ostró una disminución de la función 
cardiaca y del crecim iento del corazón (Kohout y cois., 2001). D urante la IC la 
expresión de dicho subtipo se encontró ligeram ente increm entada, contribuyendo 
probablem ente al deterioro  de la función cardiaca gracias al efecto inotrópico 
negativo de este recep to r (M oniotte y cois., 2001; Morimoto y cois., 2004).

Con el progreso  de la IC crónica continua el aum ento de la estim ulación 

simpática del corazón y se produce una bajada de densidad de los ARs-0 acom pañado 
de una desensibilización de la vía (Bristow y cois., 1982). Este aum ento crónico de la 
exposición a los agonistas o catecolam inas endógenas está relacionado con un 

descenso progresivo en la densidad y el ARNm, concretam ente del AR-0i (Engelhardt 
y cois., 1996), quizás como m ecanism o pro tector para evitar los efectos pro- 

apoptóticos de este subtipo (Xiao y cosí., 2004), m ientras que la densidad del subtipo 

02 aum enta según em peoran las condiciones del paciente (Bristow y cois., 1990), 
quizás como intento de increm entar o m ejorar la funcionalidad del corazón, o de 
proteger favoreciendo el efecto anti-apoptótico (Xiao y cosí., 2004). De form a general, 
ambos subtipos se encuentran  desensibilizados, es decir, se encuentran  desacoplados 
de la vía clásica de la p ro teína GS/AC, produciéndose finalmente un deterioro  maligno 
de la función cardiaca. En este caso la vía de la proteína G¡ parece esta r aum entada, 
teniendo como consecuencia po r un lado una disminución añadida de la respuesta  

funcional 0-adrenérgica, adem ás de dism inuir la respuesta  de m uchos otros
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receptores acoplados a la m ism a vía de la proteína Gs [por inhibición de la AC), pero 
por otro lado parece que este cambio podría es ta r produciéndose como m ecanism o 
pro tector del corazón insuficiente, ya que adem ás este aum ento de la vía de la 

proteína Gi, hace que la estim ulación del AR-P2, que a su vez se encuentra 
sobreexpresado, resulte  cardioprotectora debido al efecto anti-apoptótico de dicha 
vía (Xiao y cois., 2004; Brodde, 2007). Según el estado del paciente se sabe que 
conforme aum enta la gravedad de la enferm edad se produce un descenso más 

m arcado en la densidad y actividad de los ARs-p en el corazón de pacientes con IC, 
siendo este descenso más m arcado en la fase final o m ás grave de la enferm edad 
(Engelhardt y cois., 1996; Leineweber y cois., 2005). Tam bién se sabe que el 

tratam iento  con p-bloqueantes, de prim era o segunda generación (como m etoprolol o 

bisoprolol, selectivos Pi), provoca un aum ento de densidad, probablem ente del AR-Pi, 
para  llegar a niveles incluso superiores a los controles, excepto en el estadio final 
(Clase IV de la NHYA) donde no es capaz de revertir la pérd ida masiva de ARs (ver 
Imagen 11), coincidiendo con un aum ento muy m arcado de los niveles de NA 
plasm ática (Brodde, 1990; Gilbert y cois., 1996; Leinew eber y  cois., 2005). Todos 
estos descubrim ientos sugieren la posibilidad de com binar una terap ia  con 

bloqueantes selectivos de los ARs-Pi (para evitar los efectos pro-apoptóticos debidos 
de la sobreestim ulación de este subtipo), junto con agonistas selectivos P2 (para 
estim ular los efectos cardioprotectores relacionados con la pro teína G¡), adem ás de 
poner de relieve la im portancia de am bos receptores en la IC (Xiao y cois., 2006).

La implicación de las GRKs en la regulación de la función del corazón en la 
insuficiencia cardiaca parece clara. Dichas quinasas son las principales responsables 
de la desensibilización (o desacoplam iento a la vía de la AC) y de la regulación a la 

baja de los ARs-p tra s  ese largo periodo de activación neuro-horm onal característico 
de la IC, contribuyendo de form a clara a la reducción de la actividad y la expresión de 

los mismos, sobre todo del subtipo Pi, y  por lo tan to  contribuyendo a la reducción del 
gasto cardiaco, favoreciendo así el desarrollo y  la progresión de la enferm edad. De 
hecho, se sabe que la GRK2, la prim era quinasa identificada, y la más estud iada en 
corazón, y la GRK5, tam bién m uy abundante en corazón, juegan un papel clave en la 
IC, la hipertrofia y  el infarto de miocardio (Lohse y cois., 2003; Dorn y cois., 2009). 

Como hem os m encionado, la estim ulación p-adrenérgica supone un aum ento en  la 

frecuencia cardiaca y la eyección ventricular, am bos im prescindibles para  el aum ento 
del gasto cardiaco necesario para com pensar la dism inución que se produce duran te 
la insuficiencia, algo que term ina por provocar la desensibilización de los receptores 
m ediada por am bas quinasas, GRK2 y GRK5 (Pitcher y  cois., 1998). Num erosos 
estudios han sugerido la im portancia de GRK2 en la IC, así pues en esta línea, se ha 
com probado un  aum ento de la actividad GRK durante  la IC relacionado con una
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regulación al alza tanto a nivel de ARNm com o de proteína para la GRK2 en corazón  

(Bristow y cois., 1990; Unguerer y cois., 1993, 1994), y adem ás se ha visto com o este  

aum ento precede al desarrollo de la enferm edad, pudiendo representar un marcador 

tem prano de la disfunción cardiaca (Anderson y cois., 1999; Cho y cois., 1999). Se 

sabe tam bién que el aum ento de actividad de esta quinasa se correlaciona con la 

dism inución en la actividad p-adrenérgica en m uestras de corazón humano 

insuficiente (Iaccarino y cois., 2005).

Actividad de las GRKs

b -

 1-------
C ontrol

- - - - - - - i - —
 1 1 1------------
NYHA I NYHA II NYHA III NYHA IV

0  Tratamiento con p bloqueantes

Otros tratamientos ♦

Im agen  11. Efecto del t ra ta m ie n to  con (3-bloqueantes en  la A ctividad de las GRKs y la D ensidad  
de  los ARs-p según  la evo lución  de  la In su fic iencia  Cardiaca. La línea continua represen ta  el grupo 
que recibe tratam iento con p-bloqueantes y la línea discontinua representa el grupo que recibe otros 
tratam ientos. * P < 0.05 vs. grupo control; #  P < 0.05 vs. grupo con otros tratam ientos. Gráficas 
extraídas y modificadas de Leineweber y cois., 2005.
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Se sabe que la infusión crónica de Isoprenalina, agonista p-adrenérgico, induce 

hipertrofia cardiaca acom pañada de una m arcada desensibilización de los ARs-p y un 
aum ento de ARNm y p ro te ína  de la GRK2, m ientras que de forma opuesta, la infusión 

con p-bloqueantes provoca un descenso de los niveles de GRK2 (Iaccarino y cois., 
1998b). En modelos de ratones transgénicos que sobreexpresan la GRK2 a nivel del 
corazón, se ha observado un deterioro m arcado del efecto inotrópico de la 
Isoprenalina (Koch y cois., 1995). Por otro lado se ha visto una m ejora de la función 
cardiaca en estudios en los que esta quinasa se ha inhibido de form a selectiva en 
corazón, adem ás de favorecer el rescate del corazón insuficiente en modelos 
genéticos de IC animal (Rockman y cois., 1998b; Freem an y cois., 2001; Harding y 
cois., 2001). Esta inhibición selectiva incluso previene la IC en ratones con infarto de 
miocardio (White y cois., 2000). También se ha visto que la deleción del gen de la 

GRK2 antes del infarto de miocardio induce un aum ento de la respuesta  p~ 
adrenérgica posterior a  este infarto y protege contra el rem odelado y contra la IC, 
m ejorando la función ventricular y por tanto prolongando la vida de los animales 
(Raake y cois., 2008). Por otro lado, la inhibición específica de la GRK2 a nivel de la 
glándula suprarrenal tiene como consecuencia una m ejora de la función cardiaca tras 
el infarto de miocardio por inhibir la secreción de catecolaminas circulantes, 
reduciéndose así el efecto cardiotóxico que puede ten er una hiperestim ulación 
catecolaminérgica cronificada (Lymperopoulos y cois., 2007).

Por último, se ha visto que la actividad de la GRK2 en m uestras de corazón 
insuficiente aum enta conform e avanza la gravedad de la enferm edad en estadios 
leves o iniciales de la enferm edad (clases I-II de la NHYA), pero baja hasta  niveles 
controles en estadios m ás graves o avanzados (clases III-IV de la NHYA), adem ás se ha 

observado tam bién que el tratam iento  con p-bloqueantes a largo plazo hace que 
dism inuya la actividad de GRK2 de form a significativa en aquellos pacientes en los 
que la actividad estaba elevada, es decir excepto en aquellos que se encontraban en 
estadios muy avanzados de la enferm edad (ver Imagen 11), contribuyendo al efecto 
beneficioso de estos fárm acos en el tratam iento  de la IC (Leineweber y  cois., 2005). 
De forma opuesta, en linfocitos circulantes de pacientes con IC se ha visto que la 
actividad de esta quinasa aum entaba a m edida que el deterioro del corazón era  
m ayor de form a progresiva e incluso en pacientes de clase IV (Iaccarino y cois., 2005), 

esta discrepancia podría deberse a cambios en el AR-P2, m ayoritario en linfocitos, 
que a su vez es el que m ejor se ha visto que refleja los cambios en el organismo 
(Michel y cois., 1986; Brodde y cois., 1989), pero esto es tan  sólo una hipótesis y las 
razones exactas aún estarían  por confirm ar (Brodde y cois., 2006). De form a general, 
todos estos experim entos sugieren que quizás la inhibición selectiva de esta quinasa 
en un determ inado tejido podría considerarse una estrategia terapéutica contra la
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enferm edad, sugiriendo adem ás la im portancia de la GRK2 en el desarrollo y  progreso 
de la IC.

En cuanto a la GRK5 algunos estudios han encontrado una sobreexpresión en 
corazones de anim ales insuficientes, sobre todo en fases term inales cuando los 
niveles de GRK2 bajan (Ping y cois., 1997; Vinge y cois., 2001), pero su implicación 
parece ser algo diferente. Esta quinasa juega un papel im portante en la activación de 

la señal independiente de proteína G para el AR-0i, o lo que es lo mismo, facilita la 
activación de ERK prom oviendo un efecto anti-apoptótico y por lo tanto  
cardioprotector (Noma y cois., 2007). Además, estudios genéticos han sugerido que 

esta quinasa podría modificar la respuesta  frente a la te rap ia  con p-bloqueantes 
tradicionales en la IC (Dorn y cois., 2009). En anim ales transgénicos que 

sobreexpresan esta  quinasa se ha visto un deterioro de las respuestas de los ARs-Pi y 

-aiB (Rockman y cois., 1996), pero su papel regulador en condiciones fisiológicas 
norm ales e incluso en la IC no está del todo claro. Si hablam os de la GRK3, parece que 
esta quinasa no se ha encontrado alterada ni en modelos anim ales ni en modelos 
hum anos de IC (U nguerer y cois., 1994; Brodde y cois., 2006).

Por lo que respecta a los ARs-ai, m inoritarios a nivel de corazón (10%  del 
total), se sabe que ejercen un efecto inotrópico pero que es m uy m inoritario frente al 

efecto p-adrenérgico y en cuanto a su relación con la IC ha sido poco estudiada 
(Brodde y cois., 2006). Por un lado unos autores han descrito un aum ento en la 
densidad de estos ARs (Steinfath y cois., 1992a; Hwang y cois., 1996), pero otros no 
han encontrado cambios (Bóhm y cois., 1988; Bristow y cois., 1988), adem ás no se 
han observado cam bios en el acoplam iento a la vía de la p roteína Gq/PLC (Pónicke y 
cois., 1998; Bristow, 1993), en cualquier caso estos receptores seguían m ediando su 
ligero efecto inotrópico positivo. Sí que se sabe que, como com entábam os 

anteriorm ente, la estim ulación a i  a nivel del corazón produce hipertrofia cardiaca 
(0'Connell y cois., 2003), al menos en modelos animales, como cambio adaptativo 
frente al aum ento de PA, algo que podría conducir al deterioro  del corazón. Al parecer 

el subtipo aiB estaría  m ás implicado en el rem odelado inadecuado del corazón previo 
al desarrollo de la IC, m ientras que por otro lado se ha com probado que la 

estimulación selectiva del subtipo aiA podría resu ltar beneficiosa para  el corazón por 
sus efectos cardioprotectores asociados a la vía de la ERK (Huang y cois., 2007; 
YYoodcock y cois., 2008). Faltaría por observar hasta que punto  estos resultados se 
reproducen en el corazón humano, y si un cambio en la distribución de los subtipos 
estaría o no implicado en la patología. En esta línea de trabajo, recientem ente se ha 

observado que ni el AR-aiA ni el AR-aiB se encuentran regulados a la baja en el 

corazón insuficiente, a diferencia de lo que ocurre para  el AR-Pi. Tan solo se observó
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una tendencia al alza no significativa para el subtipo aiA que podría indicar un intento  
o un inicio de la posible respuesta  cardioprotectora descrita  para  este subtipo (Jensen 
y cois., 2009b).

Pocos estudios hablan de la relación en tre  los ARs y las GRKs en el corazón 
trasplantado. El corazón trasp lan tado  es un corazón que se encuentra inicialm ente 
denervado, algo que conlleva una pérdida de los m ecanism os de recaptación neuronal 
y por lo tan to  supone una supersensibilidad a las catecolam inas que se evidencia tras 

la adm inistración exógena de agonistas p-adrenérgicos (Yusuf y cois., 1987; Gilbert y 
cois., 1989). Se sabe que la denervación inicial de un corazón trasp lan tado  podría 

inducir una m ayor sensibilización de los ARs-p, aunque no está del todo claro, sí que 
parece que tanto  el núm ero como la funcionalidad de los ARs se norm aliza, y este 
hecho podría es ta r relacionado con la re-inervación (Brodde y cois., 1991; Brodde, 
1994). Aunque se ha visto que con el tiem po post-trasp lan te  la densidad global de los 

ARs-p no varía, po r lo que respecta a la densidad de los d iferentes subtipos parece 

que se produce una redistribución, caracterizada po r una dism inución del subtipo Pi 

acom pañada de un increm ento del P2 (Brodde y cois., 1991; Steinfath y cois., 1992b; 

Farrukh y cois., 1993). Esta disminución a largo plazo de la densidad del subtipo Pi en 
el corazón trasplantado podría deberse al tratam iento  crónico con Ciclosporina A al 
que estos pacientes son som etidos (Brodde y cois., 1995). Por o tra  parte  los cambios 
en los ARs tam bién se han relacionado con el fallo agudo del injerto, observándose 

una pérdida de densidad de los ARs-p y de la actividad AC en corazones con un 
rechazo severo (Chester y cois., 1995; Szabó y cois., 2002). Por lo que respecta a los 

ARs-ai, únicam ente se ha observado que en pacientes trasp lan tados se produce una 

reducción en la sensibilidad ante el estimulo con agonistas a i-adrenérg icos (Borow y 
cois., 1989). Nada se sabe hasta el m om ento sobre  las GRKs en el corazón 
trasplantado, si bien si que se ha descrito un deterioro  en la actividad de la AC 
(Denniss y cois., 1989; Reithm ann y cois., 1996) probablem ente debido a la actividad 
desensibilizadora de estas quinasas.

Num erosos estudios han investigado la posible asociación de polimorfismos 
genéticos de los ARs y las enferm edades cardiovasculares. Se han visto varios 

polimorfismos para  el subtipo Pi pero  no se ha com probado su relación directa con la 
IC, aunque probablem ente, afecten a la respuesta  frente al tra tam iento  o a la 
progresión de la enferm edad (Brodde, 2008). En relación a esto, se ha visto que la 
variante Arg389 de este subtipo confiere a los pacientes m ayor probabilidad de 

sobrevivir y m ejor respuesta  al tratam iento  con p-bloqueantes (Liggett y cois., 2006), 
y la variante Gly49 confiere m ejor resistencia al estrés, m ejor función diastólica y una 

FC m enor en pacientes trasplantados (Scharin y cois., 2007). En relación al subtipo P2,
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la  variante I le l6 4  está relacionada con un peor pronóstico en la evolución de la IC, 
pero  esta variante está  m uy poco extendida en la población y su papel exacto es 
cuestionable (Liggett y cois., 1998). En cuanto a las GRKs, de m om ento no se ha 
encontrado  ningún polim orfism o para  la GRK2, sin embargo, se han encontrado 4 
varian tes para la GRK5, y  una de ellas, la variante Leu41, confiere a los pacientes un 
cierto  carácter card iopro tector frente a la excesiva estim ulación adrenérgica del 
corazón duran te  la Insuficiencia cardiaca (Liggett y cois., 2008).

En resum en, tra s  la in tensa estim ulación adrenérgica que sufre el corazón 
insuficiente, en prim era instancia como respuesta del organism o tra tando  de 
com pensar la bajada del gasto cardiaco propia de la IC, se produce un deterioro  del 
tejido, debido principalm ente a los efectos pro-apoptóticos del AR-Pi (vía CaMKII), y 
un  deterioro  de la función cardiaca debido a la desensibilización y posterio r 
regulación a la baja de este AR. Se observa un aum ento en la expresión y actividad de 

la GRK2 que será responsable de la desensibilización p-adrenérgica, algo que parece 
se r  uno de los m ecanism os que conducen al progresivo deterioro  del corazón y al 
avance de la enferm edad.

2 .3  A d r e n o c e p t o r e s  y  GRKs e n  l i n f o c i t o s  co m o  

BIOMARCADORES EN PATOLOGÍA CARDIOVASCULAR

La predicción del riesgo cardiovascular es uno de los principales re tos de la 
m edicina m oderna. La búsqueda de nuevos biom arcadores se basa en la búsqueda de 
nuevas proteínas que desem peñen un papel clave en el desarrollo de la enferm edad. 
Estas proteínas suelen ten e r una variabilidad baja y  debe ser posible analizarlas 
m ediante técnicas estandarizadas. El uso de varios biom arcadores puede 
proporcionar m ayor inform ación sobre el grado de enferm edad del paciente, sobre su 
pronóstico o sobre la respuesta  al tratam iento, adem ás de ser, probablem ente, la llave 
para  la prevención de la enferm edad cardiovascular en un futuro no m uy lejano 
(M artín-Ventura y  cois., 2009). En esta línea, el uso de los linfocitos para el estudio de 
pro teínas como biom arcadores de la enferm edad cardiovascular, ha sido 
am pliam ente utilizado po r se r un tipo de m uestra biológica fácil y cómoda de obtener.

Por otro lado, ta l y  como hem os mencionado con anterioridad, se sabe de la 

presencia de los ARs-ai y -p, así como de las GRKs en células del sistem a inm une 
donde han sido protagonistas tan to  po r regular algunas de las funciones más 
características de este sistem a como por estar implicados en patologías de carácter
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autoinm une. Algunos autores han sugerido en relación a los ARs presen tes en células 

del sistem a inm une, m ás concretam ente al subtipo m ayoritario, que el AR-0 2  podría 
ser la posible conexión existente en tre  dicho sistem a y el sistem a nervioso simpático 
(Kin y Sanders, 2006). Pero sobre todo, la presencia de los ARs y las GRKs en células 
del sistem a inm une como los linfocitos, ha abierto  la posibilidad de usarlos como 
biom arcador reflejo de la función cardiovascular en determ inadas patologías, entre 
ellas la HTA y la IC, tal y como explicaremos a continuación.

Desde principios de los años 80, se em pezó a utilizar la expresión de los ARs-p 
en linfocitos como m arcador o reflejo de lo que podría es ta r ocurriendo en el corazón 
o en el sistem a vascular. Se observaron cambios en la densidad de estos receptores 
frente al tra tam ien to  con p-bloqueantes en pacientes, suponiendo que esos cambios 

eran un reflejo directo de lo que ocurría en corazón en respuesta  al tra tam iento  con 
este tipo de antagonistas (Aarons y cois., 1980). Un ejemplo sería el tratam iento  
crónico con Propranolol, con el que se pudo observar un aum ento de densidad de 

ARs-p que ocurría  tanto  en linfocitos como en corazón y pulm ón de anim ales tra tados 
(Aarons y Molinoff, 1982), algo que parecía se r consistente con la hipótesis de que los 
cambios en la expresión de los linfocitos circulantes podrían  actuar como reflejo de 
los cambios producidos en otros tejidos del organism o, al m enos frente al 
tratam iento . Tam bién se in tentó  dem ostrar que los posibles cambios sistém icos que 
se podían d ar en las enferm edades se reflejaban de alguna m anera en los linfocitos. 

En esta línea, se observó un aum ento en la densidad y la respuesta  del subtipo P2 en 
linfocitos de pacientes hipertensos, reflejando el aum ento de la actividad sim pática 
que puede contribuir al aum ento de la PA (Brodde y cois., 1985), aunque se ha 
com entado la posibilidad de que, debido a discrepancias y a o tras evidencias, los 
cambios observados en estos pacientes puedan ser tan  sólo una consecuencia de las 
cifras elevadas de PA y no un m arcador de la enferm edad como se había propuesto, y 
que adem ás, podría no correlacionarse con la propia actividad de estos receptores 
(Michel y  cois., 1990). Poco después, se vio una relación directa en tre  la densidad de 

los ARs-p encontrada en linfocitos circulantes y las m uestras de tejido miocárdico de 
la aurícula derecha, obtenidas de pacientes som etidos a una derivación coronaria 

(Brodde y cois., 1986). En concreto, se observó que el subtipo P2 en linfocitos, el 
subtipo m ayoritario  en estas células, reflejaba los cam bios observados en el corazón 
hum ano (Michel y cois., 1986; Brodde y cois., 1989). Siguiendo en esta línea se 
observó como en pacientes con IC se producía una dism inución de la densidad de los 

ARs-p a m edida que progresaba la enferm edad, tan to  en corazón como en linfocitos, y 

adem ás el tra tam ien to  con p-bloqueantes hacía recuperar esa pérdida en am bas 
m uestras (Sbirrazzuoli y Lapalus, 1989). Por o tra  parte, en linfocitos de pacientes con 

HT esencial se observó una disminución de la actividad p-adrenérgica, que podría
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estar reflejando el deterio ro  de esta  respuesta  a nivel vascular (Feldman, 1987). 
También se observó, tra s  estim ulación adrenérgica, una disminución de la actividad 
AC presen te  en linfocitos p rocedentes de pacientes en fases avanzadas de la 
enferm edad, sugiriendo un deterioro  de la señal que, adem ás, era  restau rada  tras el 

tratam iento  crónico del paciente con antagonistas selectivos del AR-Pi, tal y como 
ocurría en m uestras de corazón insuficiente (W erner y  cois., 2001). Por ultimo se ha 

encontrado dism inuida la expresión de los ARs-Pi y  P2 en linfocitos de pacientes 

insuficientes, m ientras que no se han encontrado cambios en el AR-P3, muy 
m inoritario en linfocitos, asociados a la IC (Yu y cois., 2007).

Unos años m ás ta rd e  se com probó que este deterioro  de la actividad p- 
adrenérgica era  debido al aum ento en la expresión y la actividad de una de las 
quinasas que regulan a estos receptores, la GRK2, aum ento que se correlacionaba con 
un aum ento en m uestras de miocardio, reflejándose en el linfocito lo que ocurría en el 
corazón de los pacientes insuficientes, y  que adem ás era más m arcado cuanto peor se 
encontraba la función cardiaca (FEVI <45% ), proponiendo firm em ente el uso de esta 
quinasa como b iom arcador de la IC (Iaccarino y cois., 2005). Años antes ya se había 
sugerido el uso de la GRK2 linfocitaria como biom arcador de enferm edades 
cardiovasculares, m ás concretam ente en la HTA, donde se observó que el aum ento en 
la expresión y actividad de esta quinasa que se observaba en linfocitos de pacientes 

hipertensos, se correlacionaba con el deterioro  de la señal p-adrenérgica previam ente 
descrito (Gros y cois., 1997), y  con los cambios observados en territo rios vasculares 
de diferentes m odelos anim ales de h ipertensión (Gros y cois., 2000). En linfocitos de 
pacientes con sobrecarga del ventrículo izquierdo se han visto increm entos en los 
niveles de ARNm y p ro teína para  la GRK2, GRK3 y GRK5, acom pañados de una 

disminución de los niveles para  el AR-P2, resultados que estaban directam ente 
relacionados con un aum ento en la gravedad de la enferm edad (Dzimiri y cois., 2002). 
Corroborando estos trabajos se observó por un lado que la infusión crónica con 

agonistas p-adrenérgicos inducia aum entos en los niveles de ARNm de GRK2 y GRK5 

(Oyama y cois., 2005), m ientras que po r otro lado, la bom ba de ayuda mecánica 
ventricular en pacientes insuficientes en fase term inal inducia un aum ento de la 

actividad p-adrenérgica acom pañado de una disminución en los niveles de GRK2, 

m ientras que GRK5 perm anecía invariable (Hata y cois., 2006). En am bos casos los 
cambios se observaron tan to  en corazón como en linfocitos circulantes. 
Recientem ente se ha observado una asociación directa del increm ento en la expresión 
y actividad de GRK2, pero  no de GRK5, con las cifras de PA en linfocitos de pacientes 
afroam ericanos con HTA, relacionado todo con un aum ento en la concentración 
plasm ática de NA, y evidenciando así la relación en tre  el aum ento de la actividad 
sim pática a nivel sistém ico y la actividad de esta quinasa en el linfocito (Cohn y cois.
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2009). También se han observado cambios en la expresión linfocitaria de estas y 
o tras GRKs relacionados con otras enferm edades del sistem a inm une como artritis  
reum atoide, tan to  en modelos hum anos como anim ales (Prem ont y Gainetdinov, 
2007).

Los ARs-ai, los m enos expresados en linfocitos han sido m uy poco estudiados 

como biom arcadores. Si que se ha visto, que los subtipos aiB y c h d , al parecer 
ausentes en el grupo de pacientes control, se encuentran  sobreexpresados en 
leucocitos de pacientes con Artritis reum atoide juvenil (Heijnen y cois., 1996). Otros 
autores han dem ostrado la presencia de los tres subtipos a nivel de ARNm y de 

proteína, siendo el m ayoritario el subtipo aiB, y el m inoritario el ch a , sugiriendo el 
uso de los tres subtipos expresados en linfocitos como biom arcador de enferm edades 
cardiovasculares en las que estos receptores juegan un  papel clave en el desarrollo 
y /o  m antenim iento de las m ism as (Ricci y cois., 1999; Tayebati y cois., 2000). De 
hecho, los mismos autores un año más ta rd e  com probaron como los cambios que 

veían en los ARs-ai en aortas de ratas adultas SHR, se correspondían con los cambios 
observados en linfocitos de las mismas ratas, al m enos en cuanto a la densidad 
m edida por ensayos con radioligandos, m ientras que en sujetos con HTA esencial no 
se encontraron diferencias significativas en los diferentes grupos de pacientes 
estudiados con respecto a sus controles (Veglio y cois., 2001).

Todos estos trabajos apoyan las hipótesis que sugiere el uso de los linfocitos 
circulantes del paciente, como reflejo de lo que podría e s ta r pasando en otros tejidos 
de difícil acceso, y así poder evaluar, de forma sencilla y  prácticam ente inocua para  el 
paciente, la evolución clínica de la enferm edad o la respuesta  fren te al tratam iento. En 
la p resen te tesis doctoral utilizarem os el linfocito como herram ienta principal de 
trabajo para evaluar el papel de los ARs y las GRKs en la patología cardiovascular.
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O b j e t i v o s

Una vez dem ostrada la im portante implicación de un modo u otro, de los ARs y las 
GRKs en las patologías cardiovasculares, nos hem os planteado los siguientes 
objetivos para  la realización de la presente tesis doctoral:

- Analizar si existen diferencias en la expresión y /o  funcionalidad de los ARs-ai 
y -|3, y la GRK2, GRK3 y GRK5 en un modelo animal de h ipertensión de origen 
genético (ratas espontáneam ente hipertensas; SHR), en órganos implicados en 
la génesis y /o  m antenim iento de la enferm edad, y ver si estos cambios son 
reflejados o no en linfocitos circulantes.

- Analizar si dichos cambios se reproducen en otros modelos animales de 
hipertensión, como la hipertensión inducida por inhibición de la producción 
de Oxido Nítrico (NO) en ratas, m ediante tratam iento  crónico con L-NAME 
(LNHR), a fin de elucidar cuál es el grado de implicación que tiene cada AR o 
cada GRK en el desarrollo de la enfermedad.

- Analizar, con una prespectiva de género, si existen diferencias en la expresión 
de los ARs y GRKs en linfocitos hum anos de pacientes hipertensos, 
correlacionando dichos cambios con las variables clínicas propias de la 
enferm edad.

- Analizar si existen cambios en la expresión de ARs y GRKs en linfocitos de 
pacientes con Insuficiencia cardiaca o pacientes trasplantados de corazón, 
correlacionando dichos cambios con las variables clínicas propias de ambos 
grupos de pacientes.
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Los m étodos em pleados en la presen te  tesis com prenden desde el análisis 
cuantitativo de los niveles de ARNm o expresión génica, análisis de la expresión 
proteica po r inmunodetección, hasta estudios funcionales de actividad de seis 

subtipos diferentes de ARs: cha, aiB, aiD, Pi, P2, P3, y tres tipos de quinasas de 
receptores acoplados a proteínas G (GRK2, GRK3 y GRK5), tanto  en m odelos anim ales 
como en pacientes con diferentes patologías cardiovasculares.

1 Modelos animales de Hipertensión

Se han em pleado dos modelos diferentes de H ipertensión animal, un modelo 
de h ipertensión genética, como es el caso de las ra tas espontáneam ente hipertensas 
(SHR), y un modelo de hipertensión inducida por tratam iento  crónico con L-NAME, 
inhibidor de la producción de oxido nítrico (ratas LNHR).

1 .1  A n im a l e s  d e  e x pe r im e n t a c ió n

El cuidado y tratam iento  de los anim ales se realizó siguiendo la legislación 
española recogida en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de Octubre, sobre "Protección 
de los animales utilizados para experim entación y otros fines científicos" (ratificación 
de la Directiva Europea 86/609/CEE), y  según Decreto 13/2007, de 26 de Enero, del 
Consell en la Comunidad Valenciana. Los protocolos realizados han sido aprobados 
po r el Comité Ético de la Universidad de Valencia.

Todas las ratas fueron estabuladas hasta su sacrificio, siguiendo ciclos de luz- 
oscuridad de 12 horas a una tem peratu ra  am biental de 22°C y 60%  de hum edad; con 
alim entación artificial y agua de bebida ad libitum.

1 .1 .1  R a t a s  E s p o n t á n e a m e n t e  H i p e r t e n s a s  (SHR)

Las ratas espontáneam ente h ipertensas (SHR) son un modelo de h ipertensión 
arteria l animal am pliam ente utilizado desde que en 1963, Okamoto y Aoki, 
desarrollasen una línea genética de ra tas h ipertensas partiendo de ratas macho de la 
cepa Wistar-Kyoto que, de m anera espontánea, habían desarrollado hipertensión 
arterial, y  cruzándolas con hem bras de la misma cepa que previam ente habían 
seleccionado con cifras elevadas de presión arterial; de modo que generación tras
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generación estas ra tas desarrollarían la enferm edad de m anera espontánea a la edad 
adulta, siendo un modelo tan  útil como extendido para  el estudio de la enferm edad.

Para nuestro  estudio se han em pleado ratas SHR macho sum inistradas por 
Harían Interfauna Ibérica (Barcelona) y de dos grupos de edades diferentes, ratas 
jóvenes de 6 sem anas de edad (peso medio aproxim ado de 200 g), en un estadio 
previo en el que aún no han desarrollado hipertensión, y ra tas adultas de 16 sem anas 
de edad (peso m edio en tre  250-325 g) que m uestran  cifras elevadas de presión 
arterial con respecto a sus controles, las ra tas W istar-Kyoto (WKY) o Norm otensas.

1.1.2 R a t a s  h i p e r t e n s a s  p o r  t r a t a m i e n t o  c o n  L-NAME (LNHR)

El L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil éster) es un inhibidor de la sin tasa del 
óxido nítrico (NOS), encargada de la síntesis del NO un im portan te  agente 
vasodilatador. En éste modelo de hipertensión animal, la enferm edad aparece 
inducida por la falta de producción de NO, tras el tra tam ien to  con dosis de 
80m g/kg-día del inhibidor, adm inistrado en  el agua de bebida duran te  4 sem anas 
(Ribeiro y cois., 1992; Linardi y cois., 2004). Para la dosificación del L-NAME se tuvo 
en cuenta el aum ento en el peso medio de los anim ales así como la ingesta de líquido.

Para el desarrollo de este modelo de hipertensión, se partió  de ratas W istar 
criadas y proporcionadas por el servicio de producción animal de la Universidad de 
Valencia. Las ra tas W istar tenían 12 sem anas de edad y un peso m edio aproxim ado 
en tre  250-300g en la fecha de inicio del tratam iento , de m odo que una vez 
transcurridas las 4 sem anas de tratam iento  habrían  alcanzado la edad adulta de 16 
sem anas y, por lo tanto, edad sim ilar al modelo SHR.

1 .2  M e d id a  d e  c o n st a n t e s  h e m o d in á m ic a s  e n  la  co la  d el

ANIMAL CONSCIENTE

En am bos modelos animales, la presión arterial sistólica (PAS) y la frecuencia 
cardiaca (FC), fueron determ inadas sem analm ente para  habituar al animal, y el día 
an terio r al sacrificio de los animales, se tom ó el valor definitivo utilizando el m étodo 
no-invasivo de m edida pletismográfica en cola de la ra ta  consciente, debidam ente 
inmovilizada y m antenida durante el tiem po de m edida a 37°C para facilitar el 
registro, usando para  tal efecto un pletism óm etro modelo NIPREM 645 de Cibertec 
(Barcelona). Para cada animal se tuvo en cuenta la media de 10-15 m edidas de ambas 
constantes: PAS (mmHg) y FC (latidos/m in).
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1 .3  Sa c r if ic io  y  o b t e n c ió n  d e  m u e st r a s

1.3.1 Sacrificio

El sacrificio de los anim ales se realizó por decapitación y posterior 
exanguinación, previa anestesia, usando el anestésico inhalatorio volátil Isofluorano, 
teniendo en cuenta las recom endaciones para la eutanasia de los animales, de la 
Dirección general de medio am biente (DGXI) de la Comisión Europea, para  el 
sacrificio con el mínimo sufrim iento físico y m ental del anim al (Cióse y cois., 1996).

1.3.2 Extracción de sangre y Aislamiento de linfocitos circulantes

Cuando fue necesaria la extracción de m uestra sanguínea, ésta se realizó por 
punción intracardiaca con el animal anestesiado, sobreviniendo la m uerte del animal 
por hipovolem ia tras ex traer el volumen necesario de trabajo (10 mi de sangre).

Las m uestras de sangre fueron recogidas en tubos especialm ente diseñados, 
conteniendo una concentración final del anticoagulante EDTA al 0,2%, con el fin de 
m antener la m uestra en condiciones óptim as para posterior aislam iento de los 
linfocitos circulantes.

Partiendo de m uestras de 10 mi de sangre de rata, se procedió a la separación 
de células sanguíneas por gradiente de densidad usando el reactivo de Ficoll-Paque 
Plus (GE Healthcare) para  aislam iento de linfocitos circulantes, basado en el método 
publicado por Boyum en 1964, y m ejorado po r Thorsby y Bratlie en 1970, para  la 
obtención rápida y purificada de linfocitos libres de endotoxinas. La sangre recogida 
fue diluida al 50% en suero fisiológico estéril previam ente atem perado a tem peratu ra  
ambiente, hom ogenizando suavem ente para  evitar la lisis celular. En otro tubo se 
añadió un volum en de Ficoll sim ilar al volumen de sangre extraído, sobre éste 
volumen se añadió la sangre diluida poco a poco para evitar el mezclado de las fases. 
Seguidamente se realizó una centrifugación a Ta en tre  18-20°C, a 1.800rpm  durante 
35 m inutos, sin freno y sin aceleración, en una centrífuga Eppendorf 5804R (Rotor A- 
4 4 4 ). En ésta etapa se produce una separación de fases quedando en la fase superior 
el plasm a sanguíneo, un anillo interm edio donde se situarán  los linfocitos y plaquetas, 
seguido de una fase donde quedarán restos del reactivo Ficoll-paque y un pellet 
conteniendo granulocitos y eritrocitos. Se eliminó el plasm a con pipetas Pasteur y se 
recogió en un tubo aparte  el anillo blanco donde se encuentran  los linfocitos con 
cuidado de no recoger restos de o tras fases. El volumen obtenido se diluyó en suero 
fisiológico estéril a una dilución 1 /3  y se som etió a centrifugación a 1.500rpm  
durante 15 m inutos a Ta en tre  18-20°C, para  elim inar restos de Ficoll que pudieran
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quedar. Se eliminó el sobrenadante y el pellet obtenido, conteniendo los linfocitos, fue 

inm ediatam ente congelado en nitrógeno líquido, y alm acenado a -80°C hasta  su 
posterior uso para extracción de ARN.

1.3.3 E x t r a c c i ó n  d e  t e j i d o s

Una vez sacrificado el animal, todos los tejidos objeto de estudio fueron 
aislados y extraídos del animal, rápida y cuidadosam ente, tal y como se detalla a 
continuación:

a) Aorta torácica: se realizó una toracotom ía y se separaron  los pulm ones 
y el corazón visualizándose el segm ento de la arteria, la cual se extrajo 
disecándola cuidadosam ente desde el cayado aórtico hasta el 
diafragma. El trozo extraído se depositó en  una placa Petri conteniendo 
solución nutricia de Krebs o suero fisiológico estéril y se liberó del 
tejido adiposo, cuidadosam ente y con la m ayor rapidez posible para  
evitar degradación del ARN y /o  de las proteínas, dejando así la pared  
arterial desnuda. Cuando fue necesario, el tejido se introdujo en líquido 
nutricio de Krebs para  su uso en estudios funcionales.

b) Ventrículo izquierdo: una vez realizada la toracotom ía y localizado el 
corazón, se extrajo con ayuda de unas pinzas y  tijeras, seccionando la 
arteria  pulm onar y aorta, y las venas pulm onar y cava, y  en suero 
fisiológico estéril, se limpió inm ediatam ente de cualquier resto  de 
sangre. El corazón fue secado y pesado para  su posterior análisis. 
Seguidamente se separaron  las aurículas derecha e izquierda y 
localizada la cám ara correspondiente al ventrículo izquierdo, que fue 
cuidadosam ente separado del ventrículo derecho y de la pared  
interventricular.

c) Riñón: se realizó una laparotom ía y una vez abierto  el abdom en del 
animal, el paquete intestinal se desplazó hacia un lateral, dejando 
visible el riñón izquierdo, que se encuentra protegido por la grasa 
peritoneal y unido a la ao rta  m ediante la a rteria  renal. Se realizó una 
nefrectom ía radical unilateral seccionando a rteria  y vena para  ex traer 
el riñón que se disecó y se limpió de cualquier resto  de tejido adiposo.

Los tejidos que se destinaron para  los experim entos de extracción de ARN y /o  
proteínas, se congelaron inm ediatam ente en nitrógeno líquido y posteriorm ente se 
alm acenaron a -80°C hasta su procesado.
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2 Selección de pacientes

La selección de los pacientes a incluir en el estudio fue realizada po r el Dr. 
Eduardo Rovira de la Unidad de H ipertensión del Servicio de Medicina In terna del 
Hospital de La Ribera (Alzira, Valencia) y po r el Dr. Luis A lm enar de la Unidad de 
Insuficiencia Cardiaca y T rasplante del Servicio de Cardiología del Hospital 
Universitario "La Fe" (Valencia). Los protocolos utilizados han sido aprobados po r el 
Comité Ético de Investigación Clínica de la Universidad de Valencia así como por los 
correspondientes com ités del Hospital "La Ribera" (Alzira, Valencia) y del Hospital 
Universitario "La Fe" (Valencia), obteniendo en cada caso el consentim iento 
informado del paciente.

2 .1  P o b l a c ió n  d e l  e s t u d io  y Cr it e r io s  d e  In c l u sió n

La población to tal del estudio consistió en 72 sujetos de d iferentes sexos (46 
hom bres y 26 m ujeres) de rango de edad com prendido en tre  los 16 y los 68 años en 
el m om ento del estudio. Fueron agrupados según su patología cardiovascular, siendo 
la distribución de los grupos la siguiente: 10 voluntarios sanos (grupo C ontro l); 6 
pacientes con hipertensión clínica aislada (HCA), 15 pacientes con hipertensión (HT), 
10 pacientes hipertensos tra tados (HT-Tr), 14 pacientes con insuficiencia cardíaca en 
fase term inal (IC), y  17 pacientes som etidos a trasplante cardiaco (TC).

A todos los sujetos se les determ inaron variables antropom étricas, 
hem odinám icas y perfiles bioquímicos en suero. Los voluntarios sanos o grupo 
control fueron sujetos norm otensos, sin ningún tipo de enferm edad cardiovascular 
diagnosticada y con un perfil bioquímico dentro de la normalidad.

Del bloque de pacientes con HTA, tanto los pacientes con hipertensión como los 
pacientes con hipertensión clínica aislada no habían tom ado previam ente ninguna 
terapia antihipertensiva. Los pacientes hipertensos tratados, recibían tra tam iento  con 
Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECA) o A ntagonistas de los 
Receptores para  Angiotensina-II (ARAII) como mínimo desde el mes previo a la tom a 
de m uestras. A todos estos pacientes, incluidos los voluntarios sanos (grupo control), 
se les midió la p resión arterial en consulta y se realizó una m onitorización 
am bulatoria de la presión  arteria l (MAPA) durante 24 horas, con un m onitor 
oscilométrico (Spacelabs 90202 o 90207), diferenciando periodos de día y  noche. Se 
clasificaron como pacientes con hipertensión clínica aislada aquellos cuya presión
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arteria l en consulta fue elevada y su MAPA fue normal, m ientras que los pacientes 

diagnosticados con hipertensión fueron aquellos cuya presión arteria l en consulta y 
su MAPA fue elevada. Fueron excluidos del estudio los pacientes con enferm edades 
cardiovasculares y /o  renales. Todos los procedim ientos se realizaron siguiendo las 
recom endaciones de la British Hypertension Society (Williams y cois., 2004).

En el grupo de pacientes insuficientes se incluyeron pacientes en situación 
funcional avanzada con deterioro grave de la contractilidad m iocárdica, Clase IV en la 
escala NYHA de evaluación de la Insuficiencia cardiaca {The criterio committee o fth e  

NYHA, 1994), recibiendo terap ia  para  tratam iento  de la enferm edad (diuréticos, 0- 
bloqueantes, IECAs o fármacos inótropos dependiendo de su estado hemodinámico). 
Se han excluido pacientes con enferm edades concom itantes graves que 
contraindiquen la realización del transplante cardíaco. En cuanto a los pacientes 
trasp lan tados se incluyeron pacientes en un rango de 14 a 471 días tras el trasp lan te  
que recibieron tratam iento  inm unosupresor en diferente grado según el tiem po 
transcurrido  desde el trasplante, y poseían un corazón funcionalm ente norm al según 
los datos clínicos evaluados en su momento; se excluyeron los pacientes inestables 
desde el punto de vista clínico, depresión en la función ventricular valorada m ediante 
ecocardiografía, o biopsia con algún grado de rechazo en la m uestra  
anatom opatológica. En ambos grupos se obtuvieron datos clínicos procedentes del 
estudio ecocardiográfico (grosor de paredes, diám etros ventriculares y función 
biventricular) con m enos de 24 horas de diferencia con respecto a la tom a de 
m uestras, y un registro hemodinámico (presiones del ventrículo y aurícula derecha) 
que se realizó en ese mismo m om ento previo a la tom a de m uestra.

2 .2  O b t e n c ió n  d e  m u e st r a s  b io ló g ic a s  (L in f o c it o s )

Las m uestras de sangre necesarias para la analítica y el aislam iento de linfocitos 
circulantes, fueron obtenidas la m añana posterior a la m onitorización en el caso de 
los pacientes de los grupos del bloque de pacientes con HTA (grupo control, HCA, HT 
y HT-Tr), m om entos antes del trasp lan te  para  los pacientes insuficientes (grupo IC), y 
en un rango de días diferentes tra s  el trasplante coincidiendo con la evaluación del 
injerto para  los pacientes trasplantados (grupo TC). Para el aislam iento de linfocitos 
se utilizaron 10 mi de sangre previam ente recogidos en un tubo estandarizado de 
recogida, conteniendo EDTA como anticoagulante.
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Las m uestras de sangre de los pacientes pertenecientes a los grupos con 
diferentes grados de H ipertensión, se procesaron en los laboratorios del Área de 
diagnóstico biológico del Hospital de La Ribera. Los linfocitos fueron aislados usando 
el reactivo Lymphoprep™ , reactivo estéril y libre de endotoxinas diseñado para  el 
aislam iento puro de linfocitos por gradiente de densidad, basado en m étodos 
an teriores (Boyum, 1964; Thorsby y Bratlie, 1970], y  siguiendo las condiciones 
indicadas por el fabricante (Axis-Shield). Las m uestras pertenecientes a los pacientes 
de los grupos de IC y TC fueron procesadas en la Unidad de Insuficiencia Cardiaca y 
Trasplante del Hospital U niversitario "La Fe" (Valencia] usando el reactivo Ficoll- 
paque Plus (GE H ealthcare]. En am bos casos se em plearon condiciones sim ilares a las 
descritas en el apartado  1.3.2 de esta  sección.

Los pellets de linfocitos fueron inm ediatam ente congelados, alm acenados y 
transportados a -80°C hasta nuestro  laboratorio, conservándolas a esta m ism a T- 

hasta el m om ento de se r procesados.
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3  CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA

El análisis cuantitativo de la expresión génica de los seis diferentes subtipos de 
ARs estudiados así como de las tres GRKs que los regulan se realizo m ediante RT-PCR 
a tiem po real, tal y como se describe a continuación.

3 .1  E x t r a c c i ó n  d e  A R N  t o t a l

El protocolo de extracción de ARN total basado en  el m étodo publicado por 
Chomczynski y Sacchi en 1987, variará ligeram ente según el tipo de m uestra. Las 
m uestras de tejidos de ra ta  (Aorta torácica, Ventrículo Izquierdo, y Riñón) precisan 
de un tritu rado  previo que se detalla a continuación. En cualquier caso y en todo 
m om ento, los experim entos se realizaron en condiciones apropiadas libres de 
RNasas.

Durante el tritu rado  de los tejidos, las m uestras se m antuvieron congeladas 
con nitrógeno líquido para  evitar su degradación. Se enfrió el m ortero previam ente 
con nitrógeno líquido para  m antener siem pre tem pera tu ras de congelación. A 
continuación, se introdujeron una a una las m uestras en  el m ortero y se procedió a su 
tritu rado  total, convirtiendo los tejidos en un hom ogenizado pulverulento. La 
m uestra se añadió a un tubo conteniendo 1 mi de reactivo de aislam iento Tripure 
Isolation Reagent (Roche Applied Science), tam pón de lisis a 4°C (mezcla monofásica 

de fenol y tiocianato de guanidina). Sobre el pellet de linfocitos congelado, se añadió 
el mismo volumen de reactivo. La mezcla se homogenizó siguiendo 3 ciclos de 15 
segundos de agitación a tem peratu ra  am biente en vortex y se procedió al aislamiento 
del ARN total.

Con el fin de elim inar restos de tejido y /o  restos celulares no lisados, a partir 
del homogenizado de las m uestras con el reactivo de lisis descrito en el apartado 
anterior, se realizó una prim era centrifugación a 12.000 g durante 10 m inutos a 4°C, 

quedándonos con el sobrenadante que deberá perm anecer a  T- am biente duran te  5 
m inutos. Pasado ese tiem po se añadió a la m uestra un volumen de 200 pl de 
Cloroformo por cada mi de reactivo Tripure, mezclando la m uestra intensam ente 
duran te  15 segundos en vortex y dejando 10 m inutos a T? am biente para  que las fases 
se separen, en este punto el ARN se disolverá en la fase acuosa y quedará en la parte  
superior. Para facilitar la separación y  precipitación del ADN genómico, se realizó una 
segunda centrifugación a 12.000 g duran te  15 m inutos a 4°C. Se recogió la fase
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superior acuosa que contenía el ARN total y  se añadió un volum en de 500 pl de 
Isopropanol, se mezcló suavem ente, éste reactivo facilita la precipitación de los 
ácidos nucleicos que se producirá dejando la mezcla en reposo duran te 10 m inutos a 
Ta am biente, transcurrido  el tiem po, se realizó una te rcera  centrifugación a 12.000 g 
duran te 10 m inutos a 4°C, obteniendo un pellet de ARN total. Descartam os el 

sobrenadante y  lavamos el pellet con 1 mi de Etanol diluido al 70%  en agua tra tada  
con DEPC (dietil p irocarbonato), para  recoger el pellet lavado, realizam os una últim a 
centrifugación a 8.000 g duran te  5 m inutos a 4°C. Finalmente, se descartó  el 

sobrenadante, quedándonos con el pellet que se som etió a secado bajo la luz de un 
flexo el tiem po necesario. Para term inar, el pellet es resuspendido y disuelto en el 
volumen mínimo necesario de agua tra tada  con DEPC e inm ediatam ente cuantificado 
y almacenado a -80°C hasta su uso posterior.

3 .2  Cu a n t ifíc a c ió n  y  A n á l isis  c u a lita t iv o  de  la  in t e g r id a d

DEL A R N  OBTENIDO

Una vez disuelto el pellet de ARN total, y antes de congelarlo, procedem os a su 
cuantifícación. Para ello, p reparam os 500 pl a una dilución 1 /250 , que m edirem os en 
un espectrofotóm etro Biophotometer®  de Eppendorf, que mide la absorbancia de la 
m uestra a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm. Sabiendo que una unidad de 
absorbancia a 260 nm equivale a 40 pg de ARN, y aplicando el factor de dilución, 
calculamos la concentración pM de la m uestra. Además el valor de la razón 2 6 0 /2 8 0  
nos da un valor aproxim ado de la pureza de la m uestra que debe estar en tre  1,6-2.

Con el fin de analizar la integridad del ARN extraído, se som eten las m uestras a 
una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0,9% teñido con Bromuro de Etidio 
(0,5 pg/m l). Se cargó en el pocilio 1 pg de ARN en tam pón de carga 6X (Ferm entas 
Life Sciences), conteniendo 10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 0,03% de azul de bromofenol, 
0,03% xyleno cianol, 60%  glicerol, 60 mM EDTA. La electroforesis se llevó a cabo 
durante 30 m inutos a 100V en tam pón TAE (40 mM de Tris-Acetato y 1 mM de 
EDTA). T ranscurrido ese periodo, el gel fue observado y evaluado m ediante un 
transilum inador que al em itir a  una longitud de onda de 260 nm, el ARN es capaz de 
absorber dicha emisión y transferirla  al brom uro de etidio, siendo este capaz de 
emitir en la región visible a 590 nm y por tan to  haciendo visible al ojo hum ano las 
bandas pertenecientes al ARN.
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Debido al avance de las tecnologías, posteriorm ente la cuantifícación y el 
análisis se mejoró utilizando el sistem a autom ático Experíon™  (Bio-Rad) basado en la 
tecnología Lab-on-a-Chip de separación, detección y análisis m ediante electroforesis 
microfluídica, que adem ás de perm itir usar m enor cantidad de ARN, unificando 
cuantifícación y análisis de la calidad, nos proporcionó m ayor precisión y 
sensibilidad. Así pues, el análisis de la calidad y la cuantifícación de gran parte  de las 
m uestras usadas, se realizó usando el kit de sensibilidad estándar para  análisis de 
ARN total (Bio-Rad). Los chips fueron cargados siguiendo las condiciones del 
fabricante, tal y como se detalla a continuación. El gel fue filtrado a 1.500 g durante 10 
min, transcurrido  ese periodo, se preparó  el gel teñido con el fluorocrom o específico 
de ARN proporcionado en el kit, éste gel teñido se hizo pasar po r los micro-canales 
del chip gracias a un sistem a de llenado por aire comprimido. Seguidamente, 1 pl de 
cada m uestra de ARN to tal se desnaturalizó a 70°C duran te  2 m inutos y pasado ese 

tiempo, se cargó en cada uno de los pocilios conteniendo tam pón de carga. Las 
m uestras se separaron  a través del gel microfiuídico gracias a la aplicación de un 
determ inado voltaje en  cada pocilio, y m ediante excitación po r láser del colorante 
fluorescente se visualizaron las bandas de ARN. El chip se analizó gracias al soporte 
Experíon™ System V2.1 (Bio-Rad). El program a inform ático nos dio los valores de 
concentración (ng/m l) po r m uestra, así como el valor de cociente de área en tre  los 
picos de ARN ribosom ales (razón 28S/18S) representativo de la calidad de la m uestra 
(valores próximos a 2), visualizando el resultado gracias a un electroferogram a y un 
gel virtual.

3 .3  T r a n sc r ipc ió n  R e v e r sa  (R T )

Para la reacción de Transcripción Reversa o Retrotranscripción (RT) de los 
ARN de las m uestras de tejido y linfocitos de ratas WKY/SHR, se em plearon 2 pg de 
ARN que junto con el cebador oligo(dTi6) (250 ng) fueron precalentados en agua- 
DEPC a 70°C y luego enfriados en hielo. La reacción de transcripción reversa para la 

síntesis de ADNc contiene 50mM Tris-HCl (pH 8,3), 75mM KC1, 3mM MgCh, 10 mM 
DTT (Ditiotreitol), 40 U del inhibidor de ribonucleasas RNAsin® (Prom ega Corp., 
Madison USA), 2mM de cada deoxinucleósido trifosfato y 300 U de Transcriptasa 
reversa del virus de la leucem ia m urina de Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus 
reverse Transcriptase, M-MLV RT RNase H m inus) (Prom ega Corp. Madison, USA), 
con un volumen final de 25 pl. La reacción transcurrió  a 42°C duran te  60 minutos. 

Para las m uestras de linfocitos Humanos procedentes de pacientes de los grupos con 
HTA, se usó la enzim a M-MLV RT (Promega Corp. Madison, USA).
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En el trascurso  de la elaboración de los experim entos de la p resen te  tesis 
doctoral, se in trodujeron  variaciones con el único fin de m ejorar el rendim iento y la 
fiabilidad de los experim entos. Así pues, la reacción de transcripción reversa para  la 
síntesis de ADNc de las m uestras procedentes de ratas tra tadas con L-NAME y sus 
respectivos controles (Ratas W istar), así como las m uestras de linfocitos procedentes 
de pacientes de los grupos de IC y TC, se realizaron utilizando una enzim a de alta 
sensibilidad que perm itía p a rtir  de cantidades inferiores de ARN total (0,1-1 pg). Así 
pues tras incubar el ARN total con el cebador oligo(dTi6) (250 ng) en agua-DEPC a 
70°C y luego enfriados en hielo, se llevó a cabo la reacción de transcripción reversa  

conteniendo tam pón de reacción ImProm-II ™, 3 mM de MgCh, 0,5 mM de cada 
deoxinucleósido trifosfato, 20 U del inhibidor de ribonucleasas recom binante 
RNAsin® (Prom ega Corp. Madison, USA), y  1 pl de T ranscriptasa reversa ImProm-II™ 
(Prom ega Corp. Madison, USA) con un volumen final de 20 pl. Se realizó un p rim er 
ciclo de hibridación a 25°C duran te  5 min, y seguidam ente, la reacción de extensión 

transcurrió  a 42°C du ran te  60 m inutos. T ranscurrido este periodo, la enzim a fue 
inactivada incubando a 70°C duran te  15 min.

En todos los casos, una vez finalizadas las reacciones, el ADNc sintetizado se 
almacenó a -20°C hasta  su posterio r uso.

3 .4  P C R  a  t ie m p o  R ea l

La cuantifícación de la expresión génica, se realizó m ediante la reacción en 
cadena de la polim erasa (PCR) a tiem po real, actualm ente el m étodo más sensible y 
preciso para  la detección de niveles de ARNm, perm itiendo la cuantifícación de estos 
niveles a través del em pleo de com puestos con propiedades fluorescentes, en nuestro  
caso, sondas Taqm an®.

Así pues, los ARNm codificantes para  cada uno de los diferentes subtipos de 

AR-ai (aiA, aiB, cxid), AR-0 (Pi, P2, P3), quinasas de receptores acoplados a pro teínas G 
(GRK2, GRK3 y GRK5) y p ara  GAPDH como control interno, se cuantificaron m ediante 
Taqman® RT-PCR a tiem po real usando un term ociclador GeneAmp 5700 sequence- 
detection system  para  las m uestras procedentes de ratas WKY/SHR y hum anos 
(grupos Control, HCA, HT y HT-Tr), y un term ociclador GeneAmp 7500 Fast system  
para las m uestras procedentes de ra tas tra tadas con L-NAME y sus respectivos 
controles, adem ás de para  las o tras m uestras procedentes de hum anos (grupos 
Control, IC y TC). Diluciones 1 /1 0  de la reacción de la transcripción reversa previa, se
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analizaron por duplicado m ediante ensayos Taqman® de expresión génica (Taqm an® 

Gene Expression Assays, Applied Biosystem s), consistentes en una m ezcla 20X de 

cebadores y sonda Taqman® MGB (m inor g roove  binder, ligando de unión al surco 

m enor del ADN) marcada con el fluorocrom o 6-FAM™ en el extrem o 5 ’ de la sonda y  

un quencher (o apantallador) no fluorescente en el extrem o 3', d iseñados para la 

detección y cuantifícación de secuencias génicas específicas por RT-PCR a tiem po real 

de dos pasos. Las referencias y datos de interés correspondientes a los diez ensayos 

Taqman® de expresión génica utilizados se  m uestran en la tabla IV.

T abla IV. Ensayos Taqman® de expresión génica utilizados.

E nsayos p a ra  m u e s tra s  de  ra ta
N om bre del Gen Secuencia de ref. Id. Ensayo Longitud del

(Sím bolo) (NCBI) am plicon
GAPDH (Gapdh) NM_017008.3 Rn99999916_sl 87 pb
Oia-AR (A drala) NM_017191.2 Rn00567876_m l 67 pb
cxib-AR (A dralb) NM_016991.2 Rn01471343_m l 125 pb
oid-AR (A drald) NM.024483.1 Rn00577931_m l 51 pb
Pi-AR (A drbl) NM.012701.1 Rn00824536_sl 65 pb
Pz-AR (Adrb2) NM_012492.2 Rn00560650_sl 61 pb

p3-AR (Adrb3) NM_013108.1 Rn00565393_m l 58 pb

GRK2 (A drbkl) NM.012776.1 Rn00562822_m l 82 pb
GRK3 (Adrbk2) NM_012897.2 Rn00563688_m l 128 pb

GRK5 (Grk5) NM_030829.1 Rn00578086_m l 83 pb

Ensayos p a ra  m u e s tra s  h u m an as
N om bre del Gen Secuencia de ref. Id. Ensayo Longitud del

(Sím bolo) (NCBI) am plicon
GAPDH (GAPDH) NM_002046.3 H s99999905_m l 122 pb
oia-AR (ADRA1A) Isof.3 NM_033302.2 H s00169124_m l 112 pb

lsof.2 NM_033303.3
Isof.4 NM_033304.2
Isof.l NM_000680.2

oib-AR (ADRA1B) NM_000679.3 H s00171263_m l 61 pb
o1d-AR(ADRA1D) NMJ300678.3 H s00169865_m l 68 pb
PrAR (ADRB1) NM_000684.2 Hs00265096_sl 79 pb
p2-AR (ADRB2) NM_000024.4 H s00240532_sl 65 pb

p3-AR (ADRB3) NM_000025.1 H s00609046_m l 65 pb

GRK2 (ADRBK1) NM_001619.3 H s00176395_m l 65 pb

GRK3 (ADRBK2) NM_005160.3 H s00178266_m l 93 pb

GRKS (GRK5) NM_005308.2 H s00178389_m l 85 pb
Datos proporcionados por Applied B iosystems (USA).

Los ensayos Taqman® de expresión génica están optim izados para alcanzar 

gran sensibilidad y especificidad en condiciones universales de term ociclado, 

garantizando su reproducibilidad. Las sondas, siem pre que fue posible, se diseñaron  

para hibridar en la unión exon-exon y así mejorar la especificidad de hibridación y
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evitar la contam inación po r ADN genómico (Taqman® Gene Expresión Assays 
protocol, Applied Biosystems, US). Las reacciones se ajustaron a un volum en de 25 pl 
con Taqman® Universal M aster Mix (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase; Applied 
Biosystems, US), incluyendo 5 pl de la dilución de la reacción de transcripción reversa  
y 1,2 pl de la mezcla 20X de sonda (250 nM) y cebadores (900 nM) (Taqman® Gene 
Expresión Assays). El ADNc fue amplificado según las condiciones del fabricante: un 
p rim er paso de activación de la Polim erasa a 95°C durante 10 m inutos y 40 ciclos 

com puestos de dos pasos: desnaturalización a 95°C duran te  15 segundos e 

hibridación/extensión a 60°C duran te  1 minuto.

3 .5  A n á l isis  d e  lo s  r e s u l t a d o s

Los valores del ciclo um bral ("threshold cycle", Ct) obtenidos para  cada gen en 
cada reacción se calcularon m ediante el program a inform ático GeneAmp 5700  
sequence-detection-system o utilizando el program a 7500 Fast sequence-detection- 
system  (Applied Biosystems, US), según el term ociclador usado. Los valores Ct fueron 
norm alizados usando como gen de referencia el GAPDH, siendo ACt la diferencia entre 
Ct del gen estudiado y el de referencia (GAPDH). El valor ACt se transform ó 
m atem áticam ente m ediante la expresión 2 ACt, d irectam ente proporcional al núm ero 
inicial de copias de cada gen (Livak y Schmittgen, 2001). Una atención especial 
requieren  los resultados obtenidos para  las ra tas SHR de 16 sem anas de edad en las 
que los niveles de ARNm para  GAPDH se encuentran  significativamente elevados con 
respecto a su control. En éste caso particular, los niveles de expresión se 
transform aron  tam bién m ediante la expresión 2 ACt, norm alizando con respecto  a la 
media de los valores de Ct obtenidos para  cada gen en el grupo de anim ales control 
(WKY), posibilidad planteada en la lite ra tu ra  (Livak y Schmittgen, 2001).

En el caso de las m uestras hum anas, los resultados se procesaron de dos form as 
diferentes. Para la com parativa de expresión en tre  diferentes patologías, los valores 
de ACt obtenidos para  cada paciente fueron norm alizados con la m edia del valor de 
ACt obtenido para  el grupo de voluntarios sanos, expresados según el modelo 
m atem ático de cuantificación relativa que usa la expresión 2_AACt (Pfaffl, 2001), 
m ientras que para  el análisis de regresión lineal se em plearon los resultados 
norm alizados tan  sólo con el gen de referencia utilizando la expresión 2 ACt, tal y como 
se explicaba an teriorm ente (Livak y Schmittgen, 2001).
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4  Cuantificación de la expresión Proteica

El análisis de la expresión proteica de los seis diferentes subtipos de ARs 
estudiados así como de la GRK2, se realizó m ediante W estern Blot y posterior análisis 
densitom étrico, tal y como se describe a continuación.

4 .1  Ex tra cc ió n  d e  P r o t e ín a s  t o t a l e s

Las m uestras de Aorta torácica de rata, congeladas a -80°C, fueron tritu radas 

siguiendo el protocolo que se detalla en el apartado 3.1 de esta  sección. La porción de 
tejido pulverizado em pleado se añadió a un tubo conteniendo tam pón de lisis (50mM 
HEPES (Acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-l-il] etanosulfónico) pH=7,5, 150mM 
NaCl, 10% Glicerol, l,5mM  M gCh,0,l%  SDS (Docecil Sulfato de Sodio), lOOmM NaF, 
1% Tritón X-100, 1% Deoxicolato sódico) acom pañado de una mezcla comercial de 
inhibidores de proteasas (Complete®, Roche Applied Science) y hom ogenizado con un 
sonicador (Microson™ ultrasonic cell disruptor) en 3 ciclos de 3 pulsos m anteniendo 
la m uestra en hielo en todo momento. El homogenizado fue centrifugado a 16.100 g 
(velocidad máxima) durante 15 m inutos a 4°C. El sobrenadante obtenido, que fue 

alicuotado y guardado a -80°C, contiene las proteínas solubles totales.

4 .2  D e t e r m in a c ió n  d el  c o n t e n id o  pr o t e ic o

La concentración de proteínas se determ inó m ediante el m étodo Bradford 
(1976), utilizando como patrón la albúm ina de suero bovino (Sigma). Para éste 
protocolo se diluyeron los extractos de proteínas totales, con el reactivo colorim étrico 
de Bradford (Colorante Azul Brillante de Coomassie G-250) (Bio-Rad), reactivo que 
reacciona con las proteínas dando coloración. Tras la mezcla se procedió a la lectura 
del color emitido a una longitud de onda de 595 nm para cada una de las m uestras 
por duplicado, usando para  tal efecto un  lector de placas M ultiskan EX (Lab Systems 
Inc.). Extrapolando los valores de absorbancia en la recta patrón  obtenida, obtuvimos 
los valores de concentración de proteínas en la m uestra.
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4 .3  E l e c t r o f o r e s is  en  Gel  d e  P o l ia c r ila m id a  con  D ocecil  

Su l fa to  d e  So d io  (S D S -P A G E ) y  W e s t e r n  B l o t

Tanto la SDS-PAGE como el W estern Blot se realizaron siguiendo m étodos 
estándar. Los geles de poliacrilamida se p repararon  usando una solución mixta de 
acrilam ida/bis-acrilam ida al 40% (Bio-Rad). El gel de separación de proteínas se 
p reparó  en todos los casos a una concentración del 10% de acrilamida, en tam pón 
Tris-HCl 375 mM a pH 8.8, y 0,1% de SDS; m ientras que el gel de concentración de 
pro te ínas se preparó  a  una concentración del 3% de acrilamida, en tam pón Tris-HCl 
125 mM a pH 6.8, y  0,1% de SDS. Para catalizar la reacción de polimerización se usó 
persulfato de amonio (Bio-Rad), y N ,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (Bio-Rad).

Cantidades sim ilares de proteínas (50 pg para  GRK2 y 150 pg para el resto) 
contenidas en el extracto de proteínas totales, fueron desnaturalizadas siguiendo las 
condiciones del m étodo publicado por Laemmli en 1970, desnaturalización a 95°C 

du ran te  5 min en tam pón de m uestra conteniendo 60 mM de Tris-HCl a pH 6.8 ,10%  
de glicerol v /v, 2% SDS, 5% p-m ercaptoetanol v /v  y 0,01% de azul de bromofenol. De 
form a paralela, y para  determ inar el peso m olecular de los péptidos detectados, se 
cargo en el gel el m arcador de pesos m oleculares Precisión Plus Protein Standard- 
Kaleidoscope (Bio-Rad).

La electroforesis se realizó en tam pón de electroforesis Tris-Glicina-SDS (25 
mM de Tris a pH 8 .3 ,192  mM de glicina, y  0,1% de SDS) a un voltaje constante de 115 
V duran te  2 h. T ranscurrido ese tiempo, las proteínas separadas, se transfirieron a 
una m em brana de fluoruro de polivinildieno (PVDF) durante 2 h a 4°C a un am peraje 

constante de 375 mA (transferencia líquida) en tam pón de transferencia Tris-Glicina- 
Metanol (25 mM de Tris a pH 8.3, 192 mM de glicina, y 20% de Metanol). En am bos 
casos, se usó un Mini-Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell system  (Bio-Rad).

Las m em branas se bloquearon con leche desnatada en polvo al 6 % en tam pón 
fosfato salino (Roche) con 0,1% Tween20 (Bio-Rad) (PBS-T-Leche) durante 1 h a 
tem pera tu ra  am biente y en continua agitación. Se lavaron con PBS-T y se incubaron a 
4°C duran te  toda la noche con los anticuerpos policlonales de cabra diluidos en PBS- 

T-Leche frente a cada uno de los ARs y GRKs estudiadas. Las diluciones y los 
anticuerpos prim arios em pleados se detallan en la tabla V. Se realizaron tres lavados 

con PBS-T de 15 min en agitación y se incubaron con los anticuerpos secundarios 
conjugados con peroxidasa apropiados en cada caso (ver tabla V), en solución PBS-T- 
Leche durante 50 m in a tem pera tu ra  ambiente. Para evitar restos de anticuerpo no 
unido, las m em branas se lavaron intensam ente con PBS-T antes de su revelado.
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Como control de carga se utilizaron los anticuerpos policlonales de conejo frente a 

Actina.

T abla V. Anticuerpos utilizados en los estudios de expresión proteica.

P ro te ín a A nticuerpo  p rim a rio Dilución A nticuerpo  secu n d ario
Actina Ac.policlonal de  conejo (A 2066; Sigma) 1:2000 A n ti-rab b it IgG (GE H ealth ca re );l:3 0 0 0
oia-AR A c.policlonal de  cab ra  (sc-1477; Sta. Cruz) 1:100 A nti-goat IgG (Jackson IR); 1:2500
aiB-AR A c.policlonal de cab ra  (sc-1476; Sta. Cruz) 1:100 A nti-goat IgG (Jackson IR); 1:2500
aiD-AR A c.policlonal de cab ra  (sc-1475; Sta. Cruz) 1:250 A nti-goat IgG (Jackson IR); 1 :2500

Pi-AR Ac.policlonal de conejo  (sc-568; Sta. Cruz) 1:100 A n ti-rab b it IgG (GE H e a lth ca re );l:2 5 0 0

P2-AR Ac.policlonal de conejo  (sc-9042;Sta.C ruz) 1:500 A n ti-rab b it IgG (GE H ea lth ca re );l:2 5 0 0

p3-AR A c.policlonal de cab ra  (sc-1472; Sta.Cruz) 1:250 A nti-goat IgG (Jackson IR); 1 :2500

GRK2 Ac.policlonal de conejo  (sc-562; Sta. Cruz) 1:250 A n ti-rab b it IgG (GE H ealth ca re );l:2 5 0 0

Datos obtenidos de las compañías Santa Cruz Biotechnology, Sigma-Aldrich, General Electric Healthcare o Jackson 
Im m uno Research, según la procedencia del anticuerpo.

Con el fin de seleccionar la banda específica, se utilizaron péptidos de bloqueo 

frente a cada anticuerpo primario, todos ellos proporcionados por Santa Cruz 

Biotecnology. Se pre-incubó cada anticuerpo con su péptido de bloqueo 

correspondiente en exceso (proporción 1:4) en un volum en final de 500 pl de PBS, 

durante 2 horas a T- am biente y en constante agitación. Pasado ese  periodo, se  

hicieron las diluciones correspondientes en PBS-T-Leche y se continuó el protocolo  

de incubación de las m em branas tal y com o se detalla en el párrafo anterior. En estas  

condiciones, los anticuerpos primarios no serán capaces de unirse a la proteína en la 

membrana, im pidiéndose de esta manera la visualización de la banda específica.Las 

bandas fueron detectadas m ediante incubación con reactivo ECL® W estern blotting  

(Amersham GE Healthcare, UK).

4 . 4  A n á l i s i s  d e  l o s  r e s u l t a d o s

Las im ágenes de quim iolum iniscencia fueron capturadas inm ediatam ente  

m ediante un Autochemi™  Bioimaging System  usando el soporte informático de 

captura Labworks 4.6 (Ultra-Violet Products Ltd. Cambridge, UK), gracias al cual 

tam bién se realizó el análisis densitom étrico m ediante densitom etría óptica de las 

bandas correspondientes a cada una de las proteínas estudiadas, norm alizando con 

respecto a la densidad óptica obtenida para el control de carga Actina, y expresando  

los resultados com o unidades arbitrarias de proteína inm unodetectable.
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5 Estudio  funcional de contractilidad

Con el fin de determ inar posibles cambios en la actividad de los adrenoceptores 
estudiados, se d iseñaron  estudios funcionales de contractilidad y relajación vascular 
en  ao rta  torácica de ratas SHR y ra tas hipertensas por tratam iento  con L-NAME, 
com parando con sus respectivos controles y siguiendo los protocolos que se detallan 
a continuación.

5 .1  P r e p a r a c ió n  d e l  T e jid o  y  M o n t a je

Las aortas de ra ta  se obtuvieron tra s  toracotom ía y disección aórtica (tal y como 
se indica en el apartado  1.3.3 de esta  sección). M anteniendo la aorta  en solución 
salina de Krebs, esta se dividió en 4-5 anillos de aproxim adam ente 5 m m  para  su 
p osterio r m ontaje en baño de órganos. Previam ente, cuando fue requerido se eliminó 
el endotelio del vaso m ediante el uso de una cánula de calibre apropiado. Cada uno de 
los anillos se introdujo en un baño de órganos conteniendo 10 mi de solución 
fisiológica de Krebs (118 mM de NaCl, 4,75 mM de KC1, 1,8 mM de CaCb, 1,2 mM de 
MgCh, 1,2 mM de KH2PO4, 25 mM de NaHCCh y 11 mM de Glucosa). El baño se 
m antuvo en todo m om ento a 37°C de tem peratura  y  con aporte constante de 

carbógeno (mezcla del 95%  de 02/5%  de CO2). A travesando el lumen de cada anillo, 
se in trodujeron finos alam bres de acero inoxidable m ediante los cuales la 
preparación se fijó, por un lado al baño y por otro, se conectó a un transducto r 
isom étrico de fuerza-desplazam iento tipo Grass FT03, acoplado a un sistem a de 
adquisición de datos (PowerLab/8SP; ADInstruments), y  registrando los cam bios de 
tensión isom étrica gracias al soporte  inform ático Chart v5.0.2 (ADInstruments).

Antes de com enzar el protocolo experim ental, las preparaciones se som etieron 
a una tensión basal de 1 g duran te  60-90 m inutos, cam biando el líquido nutricio cada 
20-30 min y ajustando la tensión de las preparaciones hasta ob tener una línea basal 

estable. T ranscurrido ese tiem po, la vitalidad de todas las preparaciones fue 
com probada adicionando al baño una solución nutricia despolarizante obtenida de la 
sustitución equim olecular de NaCl po r KC1 a una concentración de 80 mM.
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5 .2  D e sc r ip c ió n  d e l  P r o to c o lo  E x p e r im e n t a l

Los protocolos experim entales se realizaron siguiendo las bases publicadas 
anteriorm ente p o r nuestro  grupo de investigación (Gisbert y cois., 2003b).

5.2.1 Determinación funcional de la presencia de endotelio

Después del periodo de estabilización, se indujo una contracción sostenida en 

respuesta  a una concentración de 1 0 6 M de Fenilefrina (FE) (Sigma), agonista a i-  
adrenérgico no-selectivo, en todas las preparaciones, y tra s  10 m inutos se añadió una 
concentración de 10 4 M de Acetilcolina (AcH) (Sigma). Las preparaciones se 
consideraron con endotelio intacto cuando la relajación de AcH alcanzó en tre  un 60- 
90%  (Furchgott, 1984). Se consideraron anillos sin endotelio aquellos en los que la 
relajación de AcH fue m enor del 20%. Seguidamente los procedim ientos explicados a 
continuación, se realizaron después de lavar y una vez alcanzado el tono basal.

5.2.2 C u r v a s  c o n c e n t r a c i ó n - r e s p u e s t a  d e  c o n t r a c c i ó n  p o r  u n

A g o n i s t a  s e l e c t i v o  d e  LosARs-an F e n i l e f r i n a

Con el fin de determ inar la potencia de FE (pCEso), en cada modelo estudiado, 
así como la respuesta  máxima que ésta es capaz de inducir (Emax), se realizaron 
curvas concentración-respuesta (CCR), añadiendo concentraciones acumulativas 
crecientes del agonista (10-9 a 10 5 M) cada 5 m inutos y hasta alcanzar el máximo de 
respuesta contráctil, tal y como se m uestra en la Imagen 12A.

5.2.3 C u r v a s  c o n c e n t r a c i ó n - r e s p u e s t a  d e  in h ib ic ió n  d e  l a

CONTRACCIÓN POR ANTAGONISTAS SELECTIVOS DE L O S A R S -a i

Las curvas concentración-respuesta de inhibición de la contracción, se 
realizaron sobre una m eseta de contracción inducida tras adicionar al baño una 
concentración 10 6 M de FE. Sobre ésta m eseta de contracción, se adicionaron 
concentraciones acum ulativas (10 10 a 1 0 4 M en am bos casos) de diferentes 

antagonistas selectivos a i  cada 10 m inutos hasta alcanzar, en algunos casos, el 100 % 
de inhibición de la respuesta. Los antagonistas em pleados para  este protocolo fueron, 
el 5-M etilurapidil (5-MU; 6-((3-(4-(2-M ethoxyphenyl)-l-piperazinyl)propyl)am ino)- 

l,3,5-trim ethyl-2,4(lH ,3H )-pyrim idinedione) (antagonista selectivo aiA) y el BMY 
7378 (8-(2-[4-(2-m etoxifenil)-l-piperazinil]-etil)-8-azaspiro [4,5]decane-7,9-dione 

dihidrocloruro) (antagonista selectivo aio). La finalidad de estos experim entos fue 
calcular la potencia de los diferentes antagonistas dependiendo del estado hipertenso
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o norm otenso del animal, para tratar de com prender el grado de im plicación de cada 

subtipo, en la génesis o m antenim iento de la enferm edad. El protocolo se detalla en la 

Imagen 12B.

5.2.4 Curvas concentración-respuesta de relajación por agonistas

SELECTIVOS DE LOS ARS-J3

Las curvas concentración-respuesta de relajación, se realizaron sobre una 

m eseta de contracción inducida tras adicionar al baño una concentración 10 6 M de 

FE. Sobre ésta m eseta de contracción, se adicionaron concentraciones acum ulativas 

(10 10 a 1 0 4 M en am bos casos] de diferentes agonistas selectivos pcada 10 m inutos 

hasta alcanzar, en algunos casos, el 100 % de relajación. Los agonistas em pleados  

para este  protocolo fueron, la Isoprenalina (agonista selectivo P 1 / P 2 )  y  el SR 5 8 6 1 1A 

(E til{(7S)-7-[(2R )-2-(3-clorofenil)-2-hidroxietilam ino]-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2- 

iloxi} acetato hidroclorado; agonista selectivo P3] o el Salbutamol (agonista selectivo  

P 2 ] .  El protocolo se detalla en la Imagen 12B.

A) Protocolo de realización de CCR de contracción

KQ Fenielfrina (FE) FE (de 10 ’M a de  10 5M)
(80m M ) (10  6 M)

B) Protocolo de realización de CCR de relajación

Agonistas f! o Antagonistas a.i 
(de 10'!CM a de 10 4M)

Fenielfrina (FE)

Im agen 12. P ro toco los de  rea lización  de C urvas-C oncentración R espuesta  (CCR). Protocolo 
empleado para las CCR de contracción por FE (A) y de relajación por agonistas p-adrenérgicos 
(Isoprenalina, SR58611A, y Salbutamol) o antagonistas de los ARs-ai (5-metilurapidil y BMY 7378) 
(B). "L” indica el momento en el que se realiza el lavado o recambio de solución de Krebs.
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5.2.5 A n á l i s i s  d e  l a  c in é t i c a  d e  r e c u p e r a c ió n  d e l  t o n o  b a s a l .

Para el análisis de las cinéticas de relajación después de elim inar el agonista 
del baño (recuperación del tono basal), se realizó un total de 3 lavados repetidos en 
los prim eros 30 segundos y dos lavados más cada 5 m inutos. Finalizado el 
experim ento se midió el tiem po necesario para recuperar el tono basal desde los 
prim eros lavados hasta alcanzar un tono estable.

5 .3  A n á l isis  d e  los R e su l t a d o s

Para expresar los resultados obtenidos con las curvas concentración-respuesta 
de contracción y de relajación de los com puestos empleados, se porcentuaron las 
respuestas producidas tras añadir las diferentes concentraciones con respecto a la 
respuesta  máxima de cada compuesto, a la que se le atribuyó en cada caso el valor de 
100%. Una vez obtenidos los porcentajes de respuesta, se calculan m ediante 
regresión no-lineal (Graph Pad Software; San Diego, California, U.S.A), los parám etros 
característicos: Emax, pCEso (-Logaritmo de la concentración de agonista capaz de 
producir el 50 % del efecto máximo), pCIso (-Logaritmo de la concentración de 
antagonista capaz de inhibir el 50 % del efecto máximo). En el caso de que el ajuste de 
la curva sea significativo para  dos sitios de unión se obtienen pECso (1) y pECso (2), 
una para  cada sitio de unión de alta y baja potencia respectivam ente. Tam bién se 
calcula el porcentaje de receptores que hay en cada sitio de afinidad.
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6 Análisis estadístico de los resultados

Los resultados se represen tan  como la m edia ± el e rro r estándar de la m edia 
(e.e.m.) para  las n determ inaciones obtenidas de diferentes m uestras. El análisis 
estadístico incluye un análisis de varianza (ANOVA) para la com paración de m edias 
múltiples (test de Dunnett) y el te s t t  de Student para  m uestras independientes 
(Graph Pad Software). Las diferencias fueron consideradas significativas cuando P < 
0,05.

Para determ inar si existen correlaciones en tre  variables analizadas, utilizamos 
el análisis de regresión lineal y se evaluó el coeficiente de correlación de Pearson 
(Graph Pad Software) que nos inform a acerca de la existencia o no de relación lineal 
(si P < 0,05), de la intensidad de la correlación (según el valor absoluto del coeficiente 
de Pearson en tre  0 y 1) y de su sentido (relación inversa en tre  variables, si el signo es 
negativo, o directa, si es positivo).





ESULTADOS
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Los resultados de la p resen te tesis tra tan  de responder dos puntos claves: 1) si 
en dos enferm edades cardiovasculares, la HTA y la IC, se producen cambios en la 

expresión génica de los ARs-ai y -0, y las GRKs, asociados a cambios en su rol 
funcional, que adem ás acom pañen a dichas patologías, pudiendo ser causa o 
consecuencia de las mismas; 2) si los linfocitos circulantes reflejan lo que pueda esta r 
ocurriendo en tejidos de difícil acceso del sistem a cardiovascular (vasos, corazón y 
riñón), relacionados con dichas patologías; todo ello intentando, siem pre que fue 
posible establecer una diferenciación en función de género. Seguidam ente 
m ostrarem os los resultados obtenidos en dos modelos anim ales de HTA, y en 
modelos hum anos de HTA e IC en varios estadios de cada enferm edad.

1 A drenoceptores y GRKs en Modelos A nimales de 

H ipertensión A rterial

1 .1  Co n s t a n t e s  h e m o d in á m ic a s

El día del sacrificio de los animales se evalúan las constantes hem odinám icas de 
los diferentes grupos: Presión Arterial Sistólica (PAS) y Frecuencia cardiaca (FC). 
Además, los anim ales se pesan, y una vez extraído el corazón, este tam bién se pesa 
para  calcular la razón peso corazón/peso corporal. Los valores obtenidos se m uestran  
en la tabla VI.

T ab la  VI. C o n s ta n te s  h e m o d in á m ic a s  e n  ra ta s ,  jó v e n e s  y  a d u lta s .

Jóvenes Adultos Wistar
(6 semanas) (16 semanas) (16 semanas)

WKY SHR WKY SHR W istar LNHR

Número de animales (n) 5 6 8 15 14 25
PAS (mmHg) 120 ±3 129 ± 12 140 ±2 197 ± 4*** 119 ±3 192 ± 3***
FC (latidos/min) 274 ± 28 292 ± 69 311 ±10 374 ± 7*** 376 ±12 373 ± 11
Peso corporal (g) 185 + 6 198 ± 7 246 + 9 318 ±6*** 355 ± 9 330 ± 5*
Ratio corazón/rata (mg/g) 3,5 ± 0,1 4,1 ± 0,1* 3,3 ± 0,1 3,9 ± 0,1*** 2,70 ± 0,05 3,15 ± 0,1***

PAS indica presión  arterial sistólica, FC indica frecuencia cardiaca. Los valores se  determ inaron  2 4  h an tes  d e l sacrificio 
d e  los anim ales, y  son  expresados com o la m edia  ±  e .e .m . d e  n = 5 -2 5  anim ales. S iendo * P<0,05, *** P < 0 ,001  vs. 
respectivo  con trol WKY o Wistar, según te s t  de  t  de  Student.
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No se  observaron diferencias en el grupo de ratas WKY y SHR jóvenes (6  

sem anas). Para los anim ales adultos (16 sem anas), se observa un cambio significativo  

en los valores de PAS en los grupos de anim ales h ipertensos (SHR y LNHR), 

evidenciando el estado hipertensivo de am bos. También se han observado diferencias 

significativas en la razón peso corazón /p eso  corporal (m g/g ) que evalúa la 

hipertrofia cardiaca, evento característico de la HTA.
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Figura 1. A nálisis co m p ara tiv o  de  las co n stan te s  hem o d in ám icas e n tre  los d ife re n te s  m odelos 
de h ip e rte n s ió n  an im al (A y B) y R egresión  lin ea l e n tre  los n iveles d e  PAS e h ip e rtro fia  ca rd iaca  
en  ra ta s  LNHR (C). Valores expresados como la media de mmHg (PAS) (A) y  % de incremento de m g /g  
(razón peso corazón/peso corporal) (B) ± e.e.m. de n = 8-25 animales según grupos indicado entre 
paréntesis en la gráfica. Siendo *** P < 0,001 vs. Wistar, *** P < 0,001 vs. WKY, según test t  de S tudent (C) 
Valores expresados como mg/g. La línea continua representa la correlación significativa.
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Durante las cuatro sem anas que dura el tratam iento  con L-NAME, se produce un 
increm ento progresivo de la presión arterial que conduce al estado hipertensivo del 
animal, alcanzando cifras sim ilares al modelo SHR. Si com param os las cifras de PAS y 
el porcentaje de increm ento en la razón peso corazón/peso corporal con respecto al 
grupo control, en el día de sacrificio de los animales (ver Figura 1A y IB), vemos 
como tan to  en el modelo de ra ta  genéticam ente hipertensa (SHR) como en el modelo 
inducido por L-NAME (LHNR) se consiguen cifras similares, igualándose así las 
condiciones del estado hipertensivo en am bos grupos de ratas hipertensas.

Además, al analizar los datos de PAS e hipertrofia cardiaca en las ratas 
h ipertensas por L-NAME (LNHR), cuyo rango de valores fue más amplio, encontram os 
una correlación positiva en tre  los datos de razón peso corazón/peso  corporal y los 
datos de PAS para cada rata  (Figura IC), sugiriendo un factor común entre el 
desarrollo de la h ipertrofia cardiaca y la hipertensión

1.2 A n á l is i s  d e  l a  e x p r e s ió n  g é n ic a  d e  A R s y  GRKs e n

DIFERENTES TEJIDOS DE RATA

1.2.1 A o r t a  t o r á c i c a

1.2.1.1 Cambios con la Edad en grupos control

El ARNm para los AR-aiA, aiB, aiD, Pi, P2 y P3, y para la GRK2 estuvo presente, 
aunque en diferentes proporciones, en aortas de ratas WKY jóvenes y adultas, además 
de en aortas de ra tas W istar adultas. En todas las m uestras de aorta, los niveles de 

expresión m ayoritarios correspondieron a los ARs-aiD y P3. Según la edad, 
com param os aortas de ratas WKY de 6 y 16 semanas, y tan  sólo se observó una 

dism inución significativa de am bos subtipos m ayoritarios aiD y P3 en ratas adultas de 
16 sem anas de edad com parando con las ra tas jóvenes de 6 sem anas (Figura 2).
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Figura 2. N iveles de  ex p resió n  de ARs y GRK2 en A orta de ra ta  WKY joven y adu lta . Valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n = 
4-6 animales diferentes. Siendo * P < 0,05 vs. WKY, según test de t de Student.

1.2.1.2 C am bios en  ra ta s  jóv en es  P re -h ip e r te n sa s

La Figura 3 nos m uestra com o los niveles de ARNm para los tres subtipos de 

ARs-ai testados eran sim ilares entre am bos grupos de ratas jóvenes. Tan sólo se  

observó un increm ento significativo de los niveles de ARNm del subtipo Pi (P < 0 ,05) 

en ratas SHR pre-hipertensas de 6 sem anas comparando con sus respectivos  

controles WKY (Figura 3). No se observaron cam bios significativos en los niveles de  

ARNm de la GRK2.
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Figura 3. Niveles de ex p resió n  de ARs y GRK2 en A orta de  ra ta  joven p re -h ip e r te n sa  (SHR) 
fre n te  a su con tro l (WKY). Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados 
como la media de 2 ÚCt ± e.e.m den  = 4-6 animales diferentes. Siendo * P < 0,05 vs. WKY, según test de t de 
Student

1.2.1.3 Cam bios en  ra ta s  a d u lta s  H ip e rte n sa s

En este caso podem os diferenciar dos grupos de anim ales, las pertenecientes  

al grupo de ratas espontáneam ente hipertensas (SHR] o con Hipertensión genética y  

sus respectivos controles WKY en primer lugar, y las pertenecientes al grupo de ratas 

hipertensas por tratam iento crónico con L-NAME (LNHR) o con H ipertensión  

inducida y sus respectivos controles W istar en segundo lugar. Al analizar los 

resultados obtenidos en ratas adultas hipertensas nos encontram os con un problema, 

los niveles de expresión de GAPDH (gen de referencia usado para norm alizar los 

resultados) fueron significativam ente superiores en aorta de rata adulta SHR en  

com paración con su control WKY (P < 0,01), algo que tan solo ocurría en este  caso 

concreto y no se reproducía en otros tejidos de ratas adultas hipertensas estudiados, 

tal y com o podem os ver en la Figura 4.
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Niveles de GAPDH en d ife ren tes  te jidos de ra ta  ad u lta

□  W KY □ W is ta r
LNHR

WKY SHR WKY SHR WKY SHR WKY SHR Wistar LNHR

Aorta Ventrículo Riñón Linfocitos Aorta

Figura 4. Niveles de ex p resió n  de ARNm de GAPDH en te jid o s de ra ta  ad u lta  h ip e rten sa . Valores 
normalizados usando el valor medio de expresión de GAPDH en rata W K Y/W istary expresados como la 
media de 2  ÜCt ± e.e.m de n = 4 -  6 animales diferentes. Siendo ** P < 0,01 vs. WKY/Wistar, según test de t 
de S tudent

Para evitar un sesgo en los resultados relacionados con los cam bios en los 

genes objeto de estudio, los valores no se norm alizaron respecto a los niveles de 

GAPDH. Excepcionalm ente, en este caso, se utilizaron los n iveles de expresión de cada 

gen en ratas WKY com o referencia, encontrando un aum ento generalizado para los 6 

subtipos de ARs y la GRK2 en la aorta de rata SHR respecto a su control WKY (Figura 

5B). Si representam os los valores previam ente norm alizados respecto al gen de 

referencia GAPDH, tal y  como podíam os prever, no se observan los m ism os cambios, 

en este caso únicam ente se observa un increm ento significativo para los subtipos ocib 

y cxid (Figura 5A).
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Figura 5. Niveles de e x p re s ió n  de  ARs y GRK2 en  A orta de  ra ta  ad u lta  h ip e r te n sa  (SHR) fre n te  a 
su  con tro l (WKY). En la gráfica superior (A), valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia, en la gráfica inferior (B), valores normalizados usando el valor medio de expresión de GAPDH 
en rata WKY. En ambos casos, valores expresados como la media de 2 ÚCt ± e.e.m de n = 4 - 6  animales 
diferentes. Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. WKY, según test de t de Student.
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En el grupo de ratas hipertensas LNHR los cam bios observados fueron  

diferentes a los observados en ratas genéticam ente hipertensas. La Figura 6  nos 

m uestra tan sólo una dism inución significativa en los n iveles de ARNm de los  

subtipos aiA y 0 2 , acompañada de una dism inución significativa de los niveles de  

ARNm de la GRK2. Se observa una tendencia a dism inuir para el subtipo 0 3 , que no 

llega a ser significativa debido a la gran variabilidad obtenida en el análisis de 

expresión de dicho subtipo. No se observaron diferencias entre los resultados si estos  

eran norm alizados siguiendo los m ism os criterios que el m odelo anterior, usando 

com o valor de referencia los niveles de expresión del grupo control (resultados no 

m ostrados).
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Figura 6. Niveles de ex p resió n  de  ARs y GRK2 en A orta  de ra ta  ad u lta  h ip e r te n sa  p o r  
tra ta m ie n to  con L-NAME (LNHR) fren te  a  su co n tro l (W istar). Valores normalizados usando GAPDH 
como gen de referencia y  expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n = 3-5 animales diferentes. Siendo 
* P < 0,05, ** P < 0,01 vs. WKY según el test de t de Student.

1.2.2 V e n t r í c u l o  I z q u i e r d o

1.2.2.1 C am bios con la Edad

El ARNm para los AR-ciia, aiB, aiD, 0i, 0 2  y 0 3 , y la GRK2 estuvo presente, en 

Ventrículo izquierdo de ratas WKY jóvenes y adultas, si bien en diferentes  

proporciones. Podem os observar que el subtipo m ayoritario en este  tejido es el AR-
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aiB, seguido del subtipo Pi. El subtipo P3 fue el minoritario con diferencia y en 

muchos de los casos analizados fue indetectable. Con la edad únicamente se observó  

un aumento en los niveles de expresión del AR-cxia (P < 0 ,0 1 ), en el resto de subtipos  

se observó una disminución casi generalizada de los ARs que fue significativa (P < 

0,05) para los ARs-aiB, -aiD y -Pi (Figura 7).
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Figura 7. Niveles d e  e x p re s ió n  de ARs y GRK2 en  V entrículo  Izqu ierdo  de  ra ta  WKY joven y 
ad u lta . Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como la media de 2 act 
± e.e.m de n = 4-6 animales diferentes. Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. 6 semanas según el test de t  de 
Student

1.2.2.2 C am bios en  ra ta s  jóvenes P re -h ip e r te n sa s

La Figura 8  nos muestra como tan solo se observó una disminución  

significativa del subtipo aiD en el ventrículo izquierdo de ratas jóvenes pre- 

hipertensas (P < 0,05), mientras que para el resto de genes analizados no se  

observaron cambios de ningún tipo.

1.2.2.3 C am bios en  ra ta s  a d u lta s  H ip e rten sa s

Cuando analizamos los niveles de ARNm en el ventrículo de rata adulta 

hipertensa (SHR) vem os como se mantiene significativo (P < 0,05) el mismo cambio  

que se observaba en la rata pre-hipertensa, una disminución en la expresión génica 

del subtipo aiD (Figura 9).
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Figura 8. Niveles de  ex p resió n  de ARs y GRK2 en V entrículo  Izq u ie rd o  de  ra ta  joven  p re- 
h ip e r te n sa  (SHR) fren te  a su con tro l (WKY). Valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia y  expresados como la media de 2 Aa ± e.e.m de n = 4-6 animales diferentes. Siendo * P < 0,05 vs. 
WKY según test de t de Student
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Figura 9. N iveles de  ex p resió n  d e  ARs y GRK2 en V entrículo  Izq u ie rd o  d e  ra ta  ad u lta  h ip e r te n sa  
(SHR) fren te  a su  con tro l (WKY). Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  
expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n = 4-6 animales diferentes. Siendo * P < 0,05 vs. WKY según 
test de t  de Student



Adrenoceptores y  GRKs en Modelos Animales de Hipertensión Arterial 133

En este  tejido en el grupo de ratas LNHR vem os como se observan un mayor  

número de cambios en los niveles de ARNm al comparar con el grupo control de ratas 

Wistar. Como podem os ver en la Figura 10, un cambio es semejante a lo que ocurría 

en ratas SHR como es la disminución de los niveles de ARNm para el subtipo am, 

mientras que para los ARs-0 se produce un aumento que afecta a los subtipos  

mayoritarios 0i y 0 2  pero no al 0 3 , acompañado de un aumento en la expresión génica  

de la quinasa que contraía ambos ARs, la GRK2.

V entrículo  Izquierdo  de ra ta  ad u lta  h ip e rten sa  p o r L-NAME

□  Wistar
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Figura 10. Niveles de ex p resió n  de ARs y GRK2 en V entrícu lo  Izqu ie rdo  de ra ta  ad u lta  
h ip e r te n sa  p o r  tra ta m ie n to  con L-NAME (LNHR) fre n te  a su  co n tro l (W istar). Valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como la media de 2~ACt ± e.e.m de n =
3-5 animales diferentes. Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. WKY según el test de t de Student
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1.2.3 Riñón

1.2.3.1 C am bios con la  Edad en  g ru p o s  co n tro l

En la Figura 11 podem os ver como el ARNm para los 6 subtipos de ARs 

estudiados y la GRK2 se encuentra presente en Riñón de ratas WKY de todas las 

edades, aunque se podría decir que este tejido es el que m enor proporción de ARs 

presenta si comparamos con los tejidos anteriores. Las proporciones relativas de cada 

subtipo son diferentes y cambian con la edad. Así pues, los cambios observados en la 

expresión de los ARs en riñón de rata WKY con la edad fueron muy marcados, 

viéndose una disminución muy significativa (P < 0 ,001) en los niveles de ARNm de los 

subtipos aiB y aiD, y de GRK2, y una disminución un poco m enos marcada (P < 0,01)  

para el subtipo minoritario, el AR-03. Cabe destacar que el subtipo mayoritario en las 

ratas jóvenes es el AR-aiD seguido de aiB y Pi, mientras que en ratas adultas el AR-cxid 

deja de ser mayoritario para serlo tanto el subtipo Pi como el AR-oiib en niveles  

similares (Figura 11).
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Figura 11. N iveles de  ex p resió n  de ARs y GRK2 en R iñón d e  ra ta  WKY joven y ad u lta . Valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n =
4-6 animales diferentes. Siendo ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. 6 semanas según el test de t  de S tudent
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1.2.3.2 Cam bios en  ra ta s  jó v en es  P re -h ip e r te n sa s

A continuación se muestran los cambios que se observan en el riñón de ratas 

jóvenes pre-hipertensas. Podem os ver como se producen dos cambios drásticos que  

cambian la proporción relativa entre los subtipos, un aumento muy marcado del AR- 

aiB, acompañado de una disminución también muy importante en los niveles de 

ARNm del subtipo o u d , hecho que hace que dicho subtipo que era mayoritario en ratas 

jóvenes WKY deje de serlo en ratas pre-hipertensas, donde el subtipo mayoritario 

pasa a ser el aiB tal y como observamos en la Figura 12. También se  observa una 

disminución significativa pero m enos marcada [P < 0,05) para el A R - o i i a  en ratas 

jóvenes pre-hipertensas con respecto a sus controles WKY.
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Figura 12. Niveles de ex p resió n  de  ARs y GRK2 en  R iñón de  ra ta  joven p re -h ip e r te n sa  (SHR) 
fre n te  a su  con tro l (WKY). Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados 
como la media de 2 Aa ± e.e.m de n = 4-6 animales diferentes. Siendo * P < 0,05, *** P < 0,001 vs. WKY 
según el test de t de Student.



136 R e s u l t a d o s

1.2.3.3 C am bios en  ra ta s  a d u lta s  H ip e rten sa s

Una vez desarrollada la hipertensión en ratas SHR observamos como los 

cambios anteriormente descritos para las ratas pre-hipertensas se mantienen, 

disminución de o u d , y aumento de aiB, eso sí de forma menos marcada que en  

estadios m enos avanzados de la enfermedad (Figura 13).
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Figura 13. N iveles de exp resió n  de  ARs y GRK2 en V entrículo  Izquierdo  de  ra ta  ad u lta  
h ip e r te n sa  (SHR) fren te  a su  co n tro l (WKY). Valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia y  expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n = 4-6 animales diferentes. Siendo * P < 0,05, ** 
P < 0,01 vs. WKY según el test de t de Student.
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En el grupo de ratas LNHR vem os cambios en los niveles de ARNm al comparar 

con el grupo control de ratas Wistar Figura 14. Se observa una disminución de los 

niveles de ARNm para el subtipo aiA y un aumento en los niveles del subtipo aiB, al 

igual que ocurría en el modelo anterior SHR. A diferencia, se observa un aumento  

significativo del subtipo aiD, cambio opuesto a lo que se observaba en ratas SHR 

(Figura 13). En cuanto a los ARs-p, se produce un aumento significativo que afecta a 

los subtipos mayoritarios Pi y P2 pero no al P3, cosa que no ocurría en ratas SHR, 

acompañado de un aumento en la expresión génica de la quinasa que contraía ambos 

ARs, la GRK2, cambio opuesto a la disminución que se observaba en riñón de rata 

SHR.

Riñón de ra ta  ad u lta  h ip e rte n sa  p o r L-NAME

105-1

I I Wistar 
□  LNHR

« 1 A  “ 1B “ 1D P t  P 2 P 3 G R K 2

F igura 14. Niveles de ex p resió n  de  ARs y GRK2 en R iñón de ra ta  ad u lta  h ip e r te n sa  p o r  
tra ta m ie n to  con L-NAME (LNHR) fren te  a su  co n tro l (W istar). Valores normalizados usando GAPDH 
como gen de referencia y  expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n = 3-5 animales diferentes. Siendo 
* P < 0,05, ** P < 0,01 vs. WKY según el test de t de Student.
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1 .2 .4  LlN FOCIT OS CIRCULANTES

1.2.4.1 C am bios en  ra ta s  a d u lta s  H ip e rten sa s

A continuación, hem os analizado los niveles de expresión de ARNm para los 

ARs y para tres GRKs, las GRK2, GRK3 y GRK5, en linfocitos circulantes de ratas 

adultas hipertensas (SHR). No se consiguió detectar niveles suficientes de ARNm para 

los ARs-ai, ni tampoco para el subtipo (33. De los dos ARs detectados, el subtipo (32 fue 

el mayoritario, mientras que entre las tres GRKs la mayoritaria fue GRK2. Tal y como  

podemos ver en la Figura 15, se observa una disminución muy significativa (P < 

0,001) en los niveles de ARNm del subtipo (3i. No se observaron cambios significativos 

en ninguna de las tres quinasas analizadas.

Linfocitos de ra ta  ad u lta  genéticam ente  h ip e rten sa

o
<i
CM

(Z
<

2000

1 5 0 0 -

®  1000

</>
0)i-
Q.
X
0>
O)
TJ
(O
0)
0)>

5 0 0 -

2 5 -

WKY
S H R

0
* * *

x

Pi P 2 GRK2 GRK3 G RK5

Figura 15. N iveles de  ex p resió n  de ARs y GRK2 en L infocitos c ircu lan te s  de  ra ta  ad u lta  
h ip e r te n sa  (SHR) fren te  a su co n tro l (WKY). Valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia y  expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n = 3-6 animales diferentes. Siendo *** P < 
0,001 vs. WKY según el test de t de Student
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1 . 3  A n á l i s i s  d e  la e x p r e s i ó n  p r o t e i c a  de  A R s y G R K s en  

A o r t a  d e  r a t a

Con el fin de comprobar si los cambios observados en la expresión génica de los 

ARs y la GRK2 se corresponden con cambios en la expresión proteica en Aorta de rata, 

hem os realizado experim entos de Western Blot y análisis densitométrico de las 

bandas. Observamos en primer lugar como el incremento mostrado en los niveles de 

ARNm para el subtipo fh en aorta de rata pre-hipertensa (Figura 3), se acompaña de 

un aumento en los niveles inmunodetectables de la proteína correspondiente (Figura 

16).

A orta de ra ta  joven p re -h ip e rten sa

P i
*

WKY

Figura 16. W estern  B lot y A nálisis d en sito m étrico  de la ex p resió n  p ro te ica  en a o r ta  de ra ta  
WKY y SHR joven. Imágenes representativas de 3 experimentos. Valores normalizados usando /3-Actina 
como control de carga, expresados como el ratio de proteína inmunodetectable (n= 3). Siendo * P < 0,05 
vs. WKY.

Si analizamos los niveles de proteína en aorta de ratas adultas hipertensas  

(SHR) vemos como se produce un incremento generalizado de los seis subtipos de 

ARs estudiados y de la GRK2 (Figura 17), tal y como ocurría con los niveles de ARNm 

(Figura 5B). Cuando comparamos con los niveles de proteína observados en aorta de 

rata hipertensa por tratamiento con L-NAME (LNHR) (Figura 18), podem os destacar 

tres aspectos importantes: 1) los cambios observados en aorta de rata LNHR son 

diferentes a los observados en ratas SHR (Figura 15) al igual que ocurría cuando 

comparábamos los niveles de ARNm; 2) la disminución en la expresión génica 

observada para el subtipo aiA y para la GRK2 (Figura 6) se corresponde con una 

disminución en los niveles de proteína cuando comparamos LNHR con su control 

Wistar; 3) encontramos cambios a nivel de proteína que no se corresponden con los



140 R e s u l t a d o s

cambios observados en la expresión génica, tales como un incremento en la expresión  

proteica del subtipo P2 opuesto a lo que ocurría con el ARNm (disminución) y una  

disminución en los niveles de proteína del subtipo Pi cuando los niveles de ARNm 

permanecían invariables (Figura 6), sugiriendo algún tipo de regulación post- 

transcripcional para ambos subtipos.

Expresión proteica en Aorta de rata adulta genéticamente hipertensa

a 1 A
**

üi
a 1B a 1 D

WKY SHR

100 KDa
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B
WKY SHR
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Figura 17. W este rn  Blot y A nálisis d en sito m é trico  de  la exp resió n  p ro te ica  en  a o r ta  de  ra ta  
WKY y SHR ad u lta . Imágenes representativas de 3 experimentos. Valores normalizados usando (f-Actina 
como control de carga, expresados como el ratio de proteína inmunodetectable (n= 3). Siendo * P < 0,05, 
** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. WKY, según el test de t de Sudent.
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Expresión proteica en Aorta de rata adulta hipertensa por tratam iento con L-NAME
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Figura 18. W estern  Blot y A nálisis d en sito m étrico  de  la ex p resió n  p ro te ica  en  a o r ta  de  ra ta  
W is ta r y LNHR adu lta . Imágenes representativas de 3 experimentos. Valores normalizados usando ¡3- 
Actina como control de carga, expresados como el ratio de proteína inmunodetectable (n= 3). Siendo * P < 
0,05, ** P < 0,01 vs. Wistar, según el test de t  de Student.
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1 .4  A n á l isis  d e l  p a p e l  f u n c io n a l  d e  A R s y G RK s e n  A o r t a

DE RATA

Con el objetivo de determ inar las consecuencias funcionales de los cambios en 
la expresión de los ARs y la GRK2 en aorta  de ra tas WKY y SHR, tan to  jóvenes como 
adultas, así como en aorta  de ratas W istar y LNHR adultas, hemos realizado curvas 

concentración-respuesta de contracción con FE, agonista a i  no selectivo; o de 

relajación tanto  con antagonistas selectivos de los AR-ai como con diferentes 

agonistas p-adrenérgicos.

1.4.1 Cambios con la edad

1.4.1.1 Evaluación de la actividad ai-adrenérgica

Se han observado mínimos cambios con la edad al com parar la respuesta 
frente a los agentes vasoconstrictores KC1 y FE (agonista a i  no selectivo]. Tal y como 
m uestra la Tabla VII, únicam ente se aprecia una disminución significativa de la 

potencia de FE, que podría estar indicando una m enor actividad del subtipo aiD, 
coicidiendo con la bajada en los niveles de ARNm descrita en apartados anteriores. 
Los porcentajes medios de contracción alcanzados con am bos agentes 
vasoconstrictores, no fueron significativamente diferentes, alcanzándose en ratas 
adultas cifras próxim as al 100% de contracción en relación a los porcentajes 
alcanzados en ratas jóvenes.

T ab la  VII. P a r á m e tr o s  o b te n id o s  d e  la s  c u rv a s  c o n c e n t r a c ió n - r e s p u e s ta  d e  c o n tr a c c ió n  p o r  FE y  la 
r e s p u e s ta  c o n trá c t i l  m á x im a  o b te n id a  c o n  la  s o lu c ió n  d e s p o la r iz a n te  (8 0  m M  KC1] e n  a o r t a  a is la d a  d e  
r a t a  WKY jo v e n  y  a d u lta .

R a t a s  W K Y

J ó v e n e s A d u l ta s

KC1 Emax 7 ,0 3  ± 1 ,18 8 ,2 6  ± 0 ,3 3
F e n ile f r in a  Emax 7 ,4 7  ± 1 ,09 7 ,9 9  ± 0 ,5 8

pCEso 8 ,3 8  ± 0 ,3 4 7 ,7 0  ± 0 ,08*

Valores expresados com o la m ed ia  i  e .e .m . d e  n = 4  - 8  animales. 
Siendo Emm la m áxim a respu esta  con tráctil expresada  com o mN, 
pCES0 e l - lo g  [Fenllefrína] (M) necesaria p ara  producir e l 50%  d e  la 
respu esta  m áxim a, * P < 0 ,05  vs. Jóvenes.
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1.4.1.2 Evaluación de la actividad 0-adrenérgica

Para seguir con la evaluación de la actividad p-adrenérgica, evaluamos la 

respuesta  frente a dos agentes vasorelajantes, los agonistas p-adrenérgicos 

Isoprenalina (no discrim ina en tre  Pi y P2) y  SR58611A (agonista selectivo P3). Ambos 
agonistas relajan de m anera concentración-dependiente la contracción sostenida que 
produce la FE. Isoprenalina m uestra una elevada potencia en ratas adultas WKY 
frente a las ra tas jóvenes (Tabla VIII). Las curvas de relajación para el SR58611A 

fueron bifásicas y  discrim inaban dos poblaciones de AR-p de elevada y baja potencia 

(Tabla VIII), indicando el rol funcional de una población mixta de AR-P3 y P1/P2 en la 
ao rta  de rata, de form a sim ilar tanto  en ratas WKY jóvenes como adultas.

T a b l a  V III. P a r á m e tr o s  o b te n id o s  d e  la s  c u rv a s  c o n c e n tr a c ió n - r e s p u e s ta  d e  r e la ja c ió n  p o r  a g o n is ta s  d e  
lo s  A R -p I s o p re n a l in a  y  S R 5 8 6 1 1 A  e n  a o r ta  d e  r a ta  WKY jo v e n  y  a d u l ta  p re v ia m e n te  c o n t r a íd a  c o n  FE.

R a ta s  W K Y

J ó v e n e s  A d u l ta s

I s o p re n a l in a PCEso 7 ,3 2  ± 0 ,0 3 7 ,4 1  ± 0 ,0 2 *

E« P « 1 0 0 9 6 ,3  ± 2 ,1

S R 5 8 6 1 1 A PCEs0 W 7 ,4 5  ± 0 ,1 0 8 ,4 1  ± 0,06***

P CEs o (2 ) 4 ,6 1  ± 0 ,0 5 4 ,6 3  ± 0 ,0 5

%  (1] 2 7 ,4  ± 1,5 3 5 ,4  ± 0,9***

E (% )
max v 7 5 ,5  ± 8 ,5 7 0 ,3  ± 3 ,8

Valores expresados com o la m ed ia  ±  e .e .m . d e  n = 4  - 8  anim ales. Siendo la 
pCES0 e l - lo g  [agonista] (M) necesaria p ara  producir e l 50%  d e  la respu esta  
rela jante m áxim a; la  pCES0 (1) y  pCES0 (2) represen tan  la po ten c ia  del 
agon ista  te s ta d o  en cada  subpoblación d e  recep tores cuando la  curva 
aju stada  a  dos sitios d e  unión fu e  es tad ísticam en te  significativa; % (1) es  la 
fracción d e  recep tores correspondien tes a l sitio  d e  a lta  po tencia ; *P < 0,05; 
* * * P <  0,001 vs. WKY.

1.4.2 Cambios en ratas jóvenes Pre-hipertensas
1.4.2.1 Evaluación de la actividad ai-adrenérgica

Lo prim ero que evaluamos fue la respuesta  frente a dos agentes 

vasoconstrictores, el KC1 y la FE (agonista a i  no selectivo). La respuesta  contráctil 
máxima de la ao rta  de ra ta  frente a ambos agentes se encontró dism inuida en ratas 
jóvenes p re-h ipertensas (Tabla IX), corroborando resultados previos de nuestro 
grupo de investigación en aorta  pero no en otros vasos (Gisbert y cois., 2002). El
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porcentaje m edio de contracción alcanzado con KC1 fue de un 77,7%  del máximo 
alcanzado con el grupo control y para  la FE se alcanzó tan  sólo un 58,0%, 
evidenciando am bos parám etros el deterioro  en la m aquinaria contráctil de la ao rta  
de ra ta  joven SHR o pre-hipertensa. Tal y como era  de esperar, y de acuerdo con los 

niveles de expresión para los ARs-ai que no indicaron ningún cambio significativo 
(Figura 3), la pCEso de FE perm aneció invariable en ratas jóvenes SHR frente a sus 
controles WKY (Tabla IX).

T a b la  IX. P a r á m e tr o s  o b te n id o s  d e  la s  c u rv a s  c o n c e n tr a c ió n - r e s p u e s ta  d e  c o n tr a c c ió n  p o r  FE y  la  
r e s p u e s ta  c o n tr á c t i l  m á x im a  o b te n id a  c o n  la  s o lu c ió n  d e s p o la r iz a n te  (8 0  m M  KC1) e n  a o r ta  a is l a d a  d e  
r a ta  W KY y  SH R jo v e n .

J ó v e n e s  ( 6  s e m a n a s )

W K Y SH R

KCl Emax 7 ,0 3  ± 1 ,1 8 5 ,4 6  ± 0 ,6 6
F e n ile f r in a  Emax 7 ,4 7  ± 1 ,09 4 ,3 3  ± 0 ,40*

pCEso 8 ,3 8  ± 0 ,3 4 8 ,4 2  ± 0 ,1 7

Valores expresados com o la m ed ia  ±  e .e .m . d e  n = 4- 8  anim ales. 
Siendo Emax la m áxim a respu esta  con tráctil expresada  com o mN, 
pCES0 e l - lo g  [Fenilefrina] (M) necesaria p a ra  producir e l 50%  d e  la  
respu esta  m áxim a, * P <  0 ,05  vs. WKY.

1.4.2.2 Evaluación de la actividad p-adrenérgica

Seguidamente, con el fin de evaluar si el aum ento en la expresión tanto  génica 

como proteica del AR-Pi se traducía en cambios funcionales en la ao rta  de ra ta  joven 
pre-hipertensa, evaluam os la respuesta  frente a dos agentes vasorelajantes, los 

agonistas p-adrenérgicos Isoprenalina (no discrim ina en tre  Pi y  P2) y  SR58611A 

(agonista selectivo P3). Ambos agonistas relajan de m anera concentración- 
dependiente la contracción sostenida que produce la FE. Isoprenalina m uestra una 
elevada potencia en ratas jóvenes p re-h ipertensas SHR frente a sus controles (Tabla 
X, Figura 19A). Las curvas de relajación para  el SR58611A fueron bifásicas y 

discrim inaban dos poblaciones de AR-p de elevada y baja potencia (Tabla X, Figura 

19B), indicando el rol funcional de una población mixta de AR-P3 y  P1/P 2 en la ao rta  
de rata, de form a sim ilar tanto  en WKY como en SHR jóvenes.
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Figura 19. Curvas acu m ula tivas co n cen trac ió n -re sp u esta  de re la jac ión  p o r  ag on istas selectivos 
P -ad renérg icos: Iso p ren a lin a  (A) y SR58611A (B) en  a o r ta  c o n tra íd a  p o r  Fenilefrina. Los
experimentos se llevaron a cabo en aortas aisladas de ratas jóvenes SHR y  WKY. Valores expresados 
como la media ± e.e.m. de n = 4 -  8 experimentos.

T abla  X. Parám etros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación por agonistas de 
los AR-p Isoprenalina y SR58611A en aorta de rata WKY y SHR joven previam ente contraída con FE.

Jóvenes (6 sem an as)

WKY SHR

Isoprenalina PCEso 7,32 ± 0,03 8,08 ±0,03***

EmaX(%3 100 100

SR58611A PCE50 C1) 7,45 ±0,10 7,26 ±0,09

PCEso(2)
4,61 ± 0,05 4,79 ± 0,04

% (1) 27,4 ± 1,5 26,8 ± 1,4
E (%)max v 75,5 ± 8,5 87,7 ±2,5

Valores expresados como la m edia ± e.e.m . de n = 4 - 8  animales. Siendo la 
pCE50 el -log  [agonista] (M) necesaria para producir el 50% de la respuesta  
relajante máxima; la pCE50 (1) y pCES0 (2) representan la potencia del 
agonista testado en cada subpoblación de receptores cuando la curva 
ajustada a dos sitios de unión fu e  estadísticam ente  significativa; % (1) es la 
fracción de receptores correspondientes al sitio de alta potencia; *** P < 
0,001 vs. WKY.
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1.4.3 Cambios en ratas adultas genéticamente H ipertensas

1.4.3.1 E valuación  de  la a c tiv id ad  a i-a d re n é rg ic a

Al evaluar la respuesta frente a los mismos agentes vasoconstrictores  

anteriormente mencionados, encontramos al igual que en el caso de las ratas pre- 

hipertensas, una disminución significativa en la respuesta máxima frente a ambos  

(Tabla XI). El porcentaje medio de contracción para KC1 en aorta de rata adulta 

hipertensa (SHR) fue del 70,7% del máximo de contracción observado en el grupo 

control y para FE del 55,6%, muy parecido a lo que ocurría en ratas jóvenes. Sin 

embargo, en animales adultos, la pCEso de FE sí que fue significativamente más 

elevada en ratas hipertensas (SHR) frente a las WKY (Tabla XI y Figura 20A). La 

diferencia en la potencia de la FE va acompañada de una recuperación del tono basal, 

después de eliminar el agonista del medio, significativamente más lenta para las ratas 

SHR frente a las WKY (Figura 20B), que no se observó después de eliminar del medio  

la solución despolarizante de KC1 (resultados no mostrados).
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Figura 20. (A) Curvas acu m ula tivas co n ce n tra c ió n -re sp u e s ta  de con tracción  p o r  F enilefrina. 
(B) T iem po d e  recu p e rac ió n  del tono  basa l d e sd e  la re sp u e s ta  co n trác til m áxim a d e sp u é s  d e  
e lim in a r el ag o n ista  del m edio. Los experimentos se llevaron a cabo en aortas aisladas de ratas 
adultas SHRy WKY. Valores expresados como la media ± e.e.m. den  = 4 -  8 experimentos.
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T a b l a  XI. P a r á m e tr o s  o b te n id o s  d e  la s  c u rv a s  c o n c e n t r a c ió n - r e s p u e s ta  d e  c o n tra c c ió n  p o r  FE y  la  
r e s p u e s ta  c o n tr á c t i l  m á x im a  o b te n id a  c o n  la  s o lu c ió n  d e s p o la r iz a n te  (8 0  m M  KC1) e n  a o r ta  a is la d a  d e  
r a t a  WKY y  SHR a d u lta .

A d u l t a s  ( 1 6  s e m a n a s )

W K Y SH R

KC1 Emax 8 ,2 6  ± 0 ,3 3 5 ,8 4  ± 0 ,62*

F e n ile f r in a  Emax 7 ,9 9  ± 0 ,5 8 4 ,4 4  ± 0 ,67**

pCEso 7 ,7 0  ± 0 ,0 8 8 ,2 2  ± 0,02***

Valores expresados com o la m ed ia  ±  e .e .m . d e  n = 4 - 8  
anim ales. Siendo Emax la m áxim a respu esta  con tráctil expresada  
com o mN, pCES0 e l - lo g  [Fenilefrina] (M) necesaria p ara  
producir e l 50% d e  la respu esta  m áxim a, * P < 0 ,0 5 , ** P < 0,01, 
* * * P <  0,001 vs. WKY.

Con el fin de evaluar la participación de cada uno de los subtipos de ARs-ai en 
la contracción de la aorta de rata hipertensa se utilizaron antagonistas selectivos de 

los AR-ai, 5-MU (selectivo ch a)  y BMY 7378 (selectivo c h d ) .  Ambos antagonistas 
inhiben de forma concentración-dependiente, la contracción sostenida provocada por 
la FE en la aorta. Tal y como se m uestra en la Tabla XII y en la Figura 21, se observa 
un aum ento significativo en la potencia (pCIso) del BMY 7378, antagonista selectivo 
ccid, en aortas de animales adultos SHR frente WKY confirmando un m ayor rol 
funcional para éste subtipo previam ente descrito en aortas de ra ta  adulta hipertensa 
pero no en ratas jóvenes (resultados previos, Gisbert y cois., 2002). Sin embargo, no 

se observó un cambio parecido con el 5-MU, antagonista selectivo cha (Tabla XII y 
Figura 21).

T a b la  XII. P a r á m e tr o s  o b te n id o s  d e  la s  c u rv a s  c o n c e n t r a c ió n - r e s p u e s ta  d e  r e la ja c ió n  p o r  a n ta g o n is ta s  
s e le c tiv o s  a i  (5 -M e tilu ra p id il  y  BMY 7 3 7 8 )  e n  a o r ta  d e  r a ta  W KY y  SHR a d u lta .

A d u l ta s  ( 1 6  s e m a n a s )

W K Y SH R

5 -M e tilu ra p id il P C1so 6 ,8 1  ± 0 ,22 7 ,0 5  ± 0 ,1 2

Emaxt % )
1 0 0 1 0 0

BMY 7 3 7 8 P CIso
7 ,5 5  ± 0 ,0 3 8 ,2 6  ± 0,06***

1 0 0 1 0 0

Valores expresados com o la m ed ia  ± e .e .m . d e  n = 4  - 8  anim ales. Siendo  
la pCI50 e l - lo g  [an tagon ista] (M) necesaria p ara  inhibir e l 50%  d e  la 
respu esta  contráctil máxim a; *** P < 0,001 vs. WKY.



R e s u l t a d o s

A) B)

O WKY 
•  SHRc

-o
o
03
ST 5 0 -  
Q)
cc

100-1
1

-11 -10 -9 -8 -7 -6 -5

Log [5-metilurapidil] (M)

O WKY 
•  SHRc

•o
o
03

'oT 50- 
03
a:

100 J
1

-11 -10 -9 -8 -7

Log [BMY 7378] (M)

Figura 21. Curvas acu m ula tivas co n c e n tra c ió n -re sp u e s ta  de re la jac ió n  p o r an tag o n is ta s  
selectivos a i-a d re n é rg ic o s : 5 -M etilu rap id il (A) y BMY 7378  (B) en  a o rta  c o n tra íd a  p o r 
Fenilefrina. Los experimentos se llevaron a cabo en aortas aisladas de ratas adultas SHR y  WKY. 
Valores expresados como la media ± e.e.m. den  = 4 -  8 experimentos.

1.4.3.2 E valuación  de la a c tiv id ad  p -a d re n é rg ic a

Para evaluar la repercusión de los cambios observados tanto a nivel de ARNm 

como de proteína, realizamos curvas concentración-respuesta con diferentes  

agonistas p-adrenérgicos. Al igual que para las ratas jóvenes, Isoprenalina (agonista 

P 1 / P 2 )  y  SR58611A (agonista P3} relajan de manera concentración-dependiente la 

contracción sostenida que produce la FE. En este caso, Isoprenalina muestra una 

potencia menor en los animales SHR comparando con sus controles WKY (Tabla XIII, 

Figura 22A). Las curvas de relajación para el SR58611A, agonista selectivo P3 , 

también fueron bifásicas y discriminaban dos poblaciones de AR-p de elevada y baja 

potencia (Tabla XIII, Figura 22B), indicando el rol funcional de una población mixta 

de AR-P3 y  P 1 / P 2  en la aorta de rata adulta, al igual que ocurría en rata joven, con la 

diferencia de que en la aorta de ratas adultas hipertensas, se encontró un aumento  

significativo de la fracción de alta potencia para el SR58611A, sugiriendo un elevado  

rol funcional para el subtipo P3 en este grupo de animales (Tabla XIII].
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Figura 22. Curvas acu m u la tiv as  co n cen trac ió n -re sp u es ta  de re la jac ión  p o r  a gon istas selectivos 
P -adrenérg icos: Iso p ren a lin a  (A) y SR58611A (B) en  a o rta  c o n tra íd a  p o r Fenilefrina. Los
experimentos se llevaron a cabo en aortas aisladas de ratas adultas SHR y  WKY. Valores expresados 
como la media ± e.e.m. de n = 4 - 8  experimentos.

T abla  XIII. Parám etros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación por agonistas de 
los AR-p (Isoprenalina y SR58611A) en aorta de rata WKY y SHR adulta previam ente contraída con FE.

A dultas (16 sem an as)
WKY SHR

Isoprenalina PCEso 7,41 ± 0 ,02 7,03 ± 0,07**

Emaxt%) 96,3 ± 2,1 95,5 ± 3,4

SR58611A PCEso W 8,41 ± 0 ,0 6 8,61 ± 0,06

PCEso(2)
4,63 ± 0,05 5,08 ± 0 ,07

% (1) 35,4 ± 0 ,9 50,1 ± 1,4***
E (%)max v J 70,3 ± 3,8 72,7 ±3 ,6

Valores expresados como la media ± e.e.m. de n = 4 - 8 animales. Siendo la pCES0 
el -log [agonista] (M) necesaria para producir el 50% de la respuesta relajante 
máxima; la pCES0(l) y pCESo(2) representan la potencia del agonista testado en 
cada subpoblación de receptores cuando la curva ajustada a dos sitios de unión 
fue estadísticamente significativa; % (1) es la fracción de receptores 
correspondientes al sitio de alta potencia; ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. WKY.
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1 . 4 . 4  Ca m b i o s  e n  r a t a s  H i p e r t e n s a s  p o r  t r a t a m i e n t o  c o n  L - N A M E

1.4.4.1 E valuación  de la a c tiv id ad  a i-a d re n é rg ic a

Al evaluar la respuesta contráctil máxima de la aorta de rata Wistar frente a FE 

y frente a KC1, vem os como en ratas adultas LNHR la respuesta contráctil se  encuentra  

disminuida (Tabla XIV), siendo esta vez el porcentaje de contracción para KC1 del 84,5  

% y para FE del 67,1 %, evidenciando el deterioro de la maquinaria contráctil de la 

aorta, resultados similares a los obtenidos en ratas espontáneamente hipertensas  

(SHR). En este caso, la pCEso de FE fue significativamente menor en ratas LNHR frente 

a las Wistar del grupo control (Tabla XIV y Figura 23A). La diferencia en la potencia  

de la FE no está acompañada de cambios en la recuperación del tono basal, después  

de eliminar el agonista del medio (Figura 23B). Tampoco se observaron cambios 

después de eliminar del medio la solución despolarizante de KC1 (resultados no 

mostrados).
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Figura 23. (A) Curvas acum ulativas c o n c e n trac ió n -re sp u es ta  de con tracción  p o r  Fenilefrina. 
(B) T iem po de recu p e rac ió n  del tono  basa l d esd e  la re sp u e s ta  co n trác til m áxim a d e sp u é s  de 
e lim in a r el agon is ta  del m edio. Los experimentos se llevaron a cabo en aortas aisladas de ratas 
adultas hipertensas (LNHR) y  sus controles (Wistar). Valores expresados como la media ± e.e.m. de n = 
1 7 -1 9  experimentos.
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T ab la  XIV. Parám etros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción por FE y la 
respuesta  contráctil máxima obtenida con la solución despolarizante (80 mM KC1) en aorta aislada de 
ra tas W istar control y tra tadas con L-NAME (LNHR) adultas.

R atas W ista r A dultas

W ista r LNKR

KCl Emax 7,47 ±0,31 6,31 ±0,31*
Fenilefrina Emax 7,02 ± 0,26 4,71 ±0,31**

pCEso 7,13 ±0,08 6,52 ±0,17***
Valores expresados com o la m edia ± e.e.m . de n = 17-19 animales. Emax 
es la m áxim a respuesta  contráctil expresada com o m N  de contracción, 
pCES0 el -lo g  [Fenilefrina] (M) necesaria para producir el 50% de la 
respuesta  m áxim a, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. respectivos 
controles Wistar.

1.4.4.2 E valuación  d e  la a c tiv id ad  p -a d re n é rg ica

Para evaluar la actividad p-adrenérgica en ratas adultas hipertensas por 

tratamiento crónico con L-NAME, hemos utilizado los agonistas p-adrenérgicos 

Isoprenalina (P1/ P 2 ) y Salbutamol (agonista selectivo P2). Ambos agonistas relajan de 

manera concentración-dependiente la contracción sostenida que produce la FE. Tanto 

Isoprenalina como el agonista selectivo P2 , Salbutamol, muestran una elevada 

potencia en ratas adultas hipertensas LNHR comparando con sus controles Wistar 

(Tabla XV; Figuras 24A y 24B).
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F igura 24. Curvas acu m u la tiv as  co n cen trac ió n -re sp u esta  de  re la jac ión  p o r  ag o n is tas  selectivos 
P -ad renérg icos: Iso p re n a lin a  (A) y Salbutam ol (B) en  a o rta  c o n tra íd a  p o r Fenilefrina. Los
experimentos se llevaron a cabo en aortas aisladas de ratas adultas, LNHR y  sus controles (Wistar). 
Valores expresados como la media ± e.e.m. de n = 4 -  7 experimentos.
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T abla XV. Parám etros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación por agonistas de 
los AR-p Isoprenalina y Salbutamol en aorta de ra ta  W istar y LNHR previam ente contraída con FE.

R atas W ista r a d u lta s

W istar LNHR

Isoprenalina EmJ % ) 77,9 ± 4,1 99,1 ± 0,9**

PCEso 6, 98 ± 0,09 7,80 ± 0,07***

Salbutamol EmaxW 48,2 ± 8,3 89,9 ± 1,9**

PCES0
5 ,16  ±0,33 7,24 ±0,10***

Valores expresados com o la m edia ± e.e.m . de n = 17 -1 8  animales. pCES0 es el 
-log  [agonista] (M) necesaria para producir el 50% de la respuesta relajante  
máxima; *** P < 0,001 vs. control Wistar.
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2  A d r e n o c e p t o r e s  y  G R K s  e n  l a  E n f e r m e d a d  

C a r d i o v a s c u l a r  H u m a n a

2 . 1  Ca r a c t e r í s t i c a s  d e  la  p o b l a c i ó n  e s t u d i a d a

2.1.1 Características demográficas y antropométricas

Un total de 72 individuos fueron incluidos en el presente estudio. La edad 

media de la población total incluida fue de 48 ± 2 años con un rango de edades  

comprendidas entre los 16 y los 67 años. Los datos antropométricos relativos al peso  

(Kg), talla (cm), y al índice de masa corporal (IMC, Kg/m 2) se representan en la Tabla 

XVI. Del total de los individuos incluidos en el estudio, 46 fueron hombres y 26  

mujeres. El número de individuos mujeres fue menor debido a la menor incidencia de 

insuficiencia cardiaca en fase terminal y trasplante cardiaco en la mujer en dicho 

rango de edades. Tal y como se puede observar en la Tabla XVI, la distribución de los 

grupos fue semejante, difiriendo únicamente en talla y peso, siendo ligeramente  

inferiores para las mujeres, tal y como era de esperar entre un grupo de hombres y 

mujeres de un mismo rango de edad.

T ab la  XVI. Características demográficas y antropom étricas medias de toda la población incluida en el 
estudio en función de género.

H om bres M ujeres Población  Total

Edad (años) 48 ±2 47 ±3 48 ± 2
[Rango de Edad] [16 -  64] [17- 67] [1 6 -6 7 ]

Individuos (n) 46 26 72
Peso (Kg) 79,6 ± 2,0 68,0 ± 3,3** 76,0 ± 1,7
Talla (cm) 171 ± 1 161 ±2*** 168 ±1

IMC (kg/m  ) 27,3 ± 0,7 26,3 ± 1,5 27,0 ± 0,6
Los valores se  expresaron como la m edia ± e .e .m  de n= 26-46 pacientes incluidos en el estudio. 
Siendo ** P < 0,01, * * *  P < 0,001 vs. Hombres según el te s t de t de S tuden t de variables 
independientes. IMC indica el índice de M asa Corporal.

La población total incluida se distribuyó en 6 grupos diferentes según la 

patología cardiovascular diagnosticada. El primer grupo denominado grupo control 

se compuso de 10 voluntarios sanos sin ninguna patología cardiovascular asociada. 

Los 3 siguientes grupos se incluyen dentro del estudio sobre la HTA, siendo un grupo 

de pacientes con hipertensión clínica aislada, un grupo de pacientes con HTA, y un 

tercer grupo de pacientes con HTA recibiendo tratamiento con IECAs o ARAII. Los dos 

grupos restantes se  incluyen en el estudio sobre la IC, siendo el primero de ellos un
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grupo de pacientes aquejados de IC en fase terminal, y  por ultimo un grupo de  

pacientes som etidos a trasplante cardiaco tras haber padecido una IC no recuperable. 

Las características antropométricas y demográficas de los diferentes grupos se  

compararon usando el test de medias múltiples de Dunnett  que mostró únicamente  

una diferencia significativa en la edad de los pacientes hipertensos que recibían 

tratamiento. Todas las características: edad, rango de edades, número de individuos  

hombre y mujer, peso, talla e IMC se muestran en la Tabla XVII.

Tabla XVII. Características demográficas y antropom étricas de la población según grupos de patología 
cardiovascular estudiados.

C o n t r o l

H i p e r t e n s i ó n
C l ín ic a
A i s l a d a H i p e r t e n s i ó n

H i p e r t e n s i ó n
t r a t a d a

I n s u f i c i e n c i a
C a r d i a c a

T r a s p l a n t e
C a r d i a c o

Edad (años) 41 ± 5 43 ± 8 46  ± 3 59 ± 2 * 49  ± 5 47  ± 4

[Rango de Edad] [23 -  64] [24 -  63] [ 3 1 - 6 0 ] [52 -  67] [ 1 7 - 6 3 ] [1 6 -  63]

H o m b re /M u je r (n) 7 / 3  (10) 2 /3  (5) 8 /7 ( 1 5 ) 4 /6 ( 1 0 ) 1 1 /3 ( 1 4 ) 1 3 /4 ( 1 7 )

Peso (Kg) 80,7 ± 5,8 82,2 ± 4,0 81,3 ± 4 79,7 ± 5,6 74 ,8  ± 3,9 67,5 ± 3,2

Talla (cm ) 172 ± 2 1 6 1 + 4 171 ± 2 163 ± 3 167  ± 2 168 ± 2

IMC (k g /m 2) 27,5 ± 1,3 30,1 ± 1,8 27,7 ± 1,0 28,4 ± 1,3 26,8 + 1,5 24,1 ± 0,8

Los valores se expresaron com o la m edia ± e.e .m  dé n= 5 -  17, según grupos, de un to ta l de 72 pacientes incluidos en el 
estudio. Siendo * P < 0,05 vs. grupo control según el te s t de D unnett de comparación múltiple. IMC indica el índice de  
M asa Corporal.

2.1.2 Características Clínicas

Para facilitar el análisis de las características clínicas de los pacientes hem os  

separado los seis grupos en tres bloques diferenciados: pacientes con HTA, pacientes  

con IC y pacientes som etidos a trasplante cardiaco. Cada bloque con diferentes  

variables analizadas según nos proporcionaron las unidades de hipertensión o de  

Insuficiencia cardíaca y trasplante.

2.1.2.1 P ob lac ión  con H ip e rte n s ió n  a r te r ia l

Las principales variables clínicas (hemodinámicas y bioquímicas) analizadas y 

factores de riesgo cardiovascular de cada grupo se presentan en la Tabla XVIII.
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T ab la  XVIII. Características hemodinámicas, y bioquímicas de la población de pacientes con HTA de 
los diferentes grupos estudiados.

C ontrol

H ip erten sió n
Clínica
A islada H ipertensión

H ip ertensión
tra ta d a

PA en el consultorio (mmHg) 

Sistólica 123 ± 2 151 ± 7*** 145 ±2*** 136 ±4**

Diastólica 76 ±1 90 ± 6** 92 ± 2*** 85 ±3*

PA de 24 h (mmHg) 

Sistólica 122 ±3 128 ± 3 131 ±2* 129 ± 4

Diastólica 76 ±3 80 ± 2 83 ± 1* 79 ± 2

PA diurna (mmHg) 

Sistólica 125 ± 4 133 ± 3 136 ±3* 135 ± 4

Diastólica 79 ± 3 84 ± 1 87 ±2* 83 ± 2

PA nocturna (mmHg) 

Sistólica 113 ± 3 113 ± 6 118 ± 2 115 ± 3

Diastólica 69 ± 2 69 ± 4 72 ±1 67 ±3

Frecuencia cardiaca (1/min) 

24 h 75 ±3 74 ± 2 75 ±3 75 ± 3

diurna 78 ±3 78 ± 2 79 ±3 80 ± 3

nocturna 70 ± 4 64 ± 2 66 ±3 69 ± 3

Colesterol total (mg/dL) 204 ± 9 200 ± 15 216 ± 12 205 ± 11

Colesterol HDL (mg/dL) 58,0 ± 4,8 52,8 ± 5,4 55,2 ± 2,9 56,4 ± 6,1

Colesterol LDL (mg/dL) 115 ± 4 104 ± 9 138 ± 9 135 ±10

Triglicéridos (mg/dL) 125 ±21 128 ± 2 7 114 ± 15 163 ±33

Insulina (pU/mL) 18,3 ± 5,6 22,0 ± 4,6 12,2 ±0,8 14,0 ± 2,9

Glucemia (m g/dl) 100 ± 3 104 ± 6 97 ±2 118 ± 10

Hemoglobina (g/L) 14,4 ± 0,2 14,8 ± 0,5 15,0 ± 0,43 14,0 ±0,34

H b A lc(%) 5,47 ±0,12 5,87 ± 0,23 5,83 ± 0,09 6,93 ± 0,42**

Adrenalina (pg/mL) 52,9 ± 7,7 50,0 ± 7,5 32,5 ± 3,8* 38,0 ± 4,7

N oradrenalina (pg/mL) 396 ± 78 304 ±41 4 8 1 ± 103 469 ± 73

Dopamina (pg/mL) 30,7 ± 6,9 31,7 ± 7,8 32,6 ±2,7 24,2 ± 3,9

Aldosterona (pg/mL) 96,7 ± 7,7 151,3 ± 42,9 85,5 ±10,1 96,0 ± 28,0

Homocisteína (nmol/mL) 7,15 ±0,55 6,97 ± 0,72 8,20 ± 1,00 11,00 ± 1,29

EUA (m g/24  h) 5,57 ±1,19 50 ± 45 64 ±35 86 ± 39

Creatinina (mg/dL) 0,89 ± 0,04 0,77 ± 0,07 0,82 ± 0,04 0,82 ± 0,05

ACr (m l/m in /1 .73m 2) 123 ± 14 117 ± 13 U 8 ±  12 128 ± 16

PA indica presión arterial; HDL, lipoproteína de alta densidad; LDL, lipoproteína de baja densidad; HbAlc, hemoglobina  
glicosilada; EUA, excreción urinaria de albúmina, ACr, aclaramiento de creatinina. Los valores se expresaron como la 
m edia ± e .e .m  de  n = 40, Siendo * P < 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001 vs. grupo control.
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Tal y como era  de esperar, se observaron cambios significativos en los valores 
de presión arterial en los tres grupos de pacientes h ipertensos frente a los 
voluntarios sanos. Lo mismo ocurre cuando se observa la excreción urinaria de 
albúm ina en cada grupo. Además, no hay diferencias relevantes en tre  grupos en 
térm inos de frecuencia cardiaca, perfil lipídico, niveles de glucosa en ayunas y o tras 
variables bioquímicas, confirm ando así la ausencia de o tras patologías o alteraciones 
que puedan actuar como factores de confusión.

Es in teresante destacar que la población de estudio es relativam ente joven, y 
que los pacientes se encuentran en una fase inicial del estado hipertensivo (en el 
límite de la norm alidad o hipertensión leve grado 1), en el que aún no se han dado 
aum entos significativos en los niveles de catecolam inas circulantes (noradrenalina, 
adrenalina o dopam ina). De hecho, incluso se llega a observar de form a significativa 
un ligero descenso en los niveles de adrenalina en el grupo de pacientes hipertensos.

2.1.2.2 Población con Insuficiencia cardiaca y Trasplante cardiaco

La población objeto de estudio se distribuyó en dos grupos: pacientes con 
insuficiencia cardiaca (IC), en fase term inal o clase IV según la clasificación de la 
NHYA (n=14), y pacientes que tras padecer una IC en fase term inal fueron som etidos 
a trasp lan te cardiaco (n=17), tom ándose las m uestras en un periodo com prendido 
en tre  los 14 y los 471 días post-trasplante. Las principales variables clínicas 
(hemodinámicas, y eco-cardiográficas) analizadas, y los tratam ientos, farmacológicos 
o no, de cada grupo de pacientes, se p resen tan  en las Tablas XIX y XX, 
respectivam ente.
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T ab la  XIX. Características clínicas de la población de pacientes con Insuficiencia cardiaca.
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E t i o l o g í a  y  e n f e r m e d a d e s  a s o c i a d a s n  ( % )

E t io lo g ía  d e  la  In s u f ic ie n c ia  c a r d ia c a :

- C a r d io p a t í a  I s q u é m ic a 1 ( 7 )

- M io c a r d i o p a t ía  d i l a t a d a  id io p á t ic a 7 ( 5 0 )

- O tr o s 6 ( 4 3 )

H i p e r t e n s i ó n  a r t e r i a l 3 ( 2 1 )

D ia b e t e s  m e l l i tu s 2 ( 1 4 )

F ib r i l a c ió n  a u r i c u l a r  c r ó n ic a 4 ( 2 9 )

V a r i a b l e s  E c o - c a r d i o g r á f i c a s

D iá m e t r o  t e le - D ia s tó l i c o  d e l  V e n tr íc u lo  izq ., DTDVI ( m m ) 6 7 ,4  ±  3 ,5

D iá m e t r o  te le - S is tó l ic o  d e l  V e n tr íc u lo  izq ., DTSVI ( m m ) 5 7 ,4  ± 3 ,9

F r a c c ió n  d e  e y e c c ió n  d e l  V e n tr íc u lo  izq ., FEV I (% ) 2 0 ,3  ± 3 ,0

D iá m e t r o  d e  la  A u r íc u la  i z q u ie r d a  ( m m ) 5 0 ,8  ± 2 ,5

I n s u f ic ie n c ia  m i t r a l  m o d e r a d a  o  g r a v e  ( n  ( % ) ) 6 ( 4 3 )

V a r i a b l e s  H e m o d i n á m i c a s

G a s to  c a r d ia c o ,  GC (1 /m in ) 3 ,9  ± 0 ,6

P r e s ió n  c a p i l a r  p u lm o n a r ,  PC P  (m m H g ) 2 6  ± 2

R e s i s te n c ia  v a s c u la r  p u lm o n a r ,  RVP (U. W o o d ) 3 ,3  ± 0 ,4

P r e s ió n  m e d ia  p u lm o n a r ,  P M P  (m m H g ) 3 8  + 4

V a r i a b l e s  B i o q u í m i c a s

B i l i r r u b in a  ( m g / d l ) 1 ,2  ± 0 ,1

G O T ( U / l ) 4 4 ,9  ± 6 ,8

G PT  ( U / l ) 5 2 ,8  ± 1 0 ,7

N T - p ro B N P  ( p g / m l  [ P 2 5 -P 7 5 ] ) 7 3 4 9  [ 2 8 5 3 - 3 0 6 5 7 ]

T r a t a m i e n t o n  ( % )

T r a t a m i e n t o  f a rm a c o ló g ic o

- C a r v e d i lo l 6 ( 4 3 )

- IE C A s o  ARA11 9  ( 6 4 )

- D ig o x in a 3 ( 2 1 )

- E s p i r o n o l a c to n a 1 0  ( 7 1 )

- D o b u ta m in a 4 ( 2 9 )

T r a t a m i e n t o  n o  f a rm a c o ló g ic o

- D e s f i b r i l a d o r  a u to m á t i c o  im p la n ta b le 3 ( 2 1 )

- R e s in c r o n iz a c ió n  o  M a r c a p a s o s  b iv e n t r i c u l a r 2 ( 1 4 )

Los valores de las variables eco-cardiográficas y hem odinámicas se expresaron como la 
m edia ± e .e .m  de un to ta l de n= 14 pacientes incluidos en el estudio. NT-proBNP, precursor 
omino term inal del péptido natriurético tipo B; GOT, transam inasa glutám ico oxalacética; 
GTP, transam inasa glutám ico pirúvica.
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T abla XX. Características clínicas de la población de pacientes con Trasplante cardiaco.

E t io lo g ía  y  e n f e r m e d a d e s  a s o c i a d a s n  ( % )

H ip e r te n s i ó n  a r t e r i a l 4 ( 2 4 )

D ia b e te s  m e l l i tu s 1 ( 6 )

V a r i a b l e s  E c o - c a r d i o g r á f i c a s

D iá m e t r o  t e le - D ia s tó l i c o  d e l  V e n t r í c u lo  izq ., D TD V I ( m m ) 4 3 ,8  ± 1 ,3

D iá m e tr o  t e le - S is tó l ic o  d e l  V e n t r í c u lo  izq ., D TSV I ( m m ) 2 6 ,4  ± 1 ,2

F r a c c ió n  d e  e y e c c ió n  d e l V e n t r íc u lo  izq ., FEVI ( > 5 0 % ) 1 7 ( 1 0 0 )

F r a c c ió n  d e  e y e c c ió n  d e l  V e n tr íc u lo  d c h o .,  FE V D  ( > 5 0 % ) 1 7 ( 1 0 0 )

V a r i a b l e s  H e m o d i n á m i c a s

P r e s ió n  t e l e - s i s tó l i c a  d e l  V e n tr íc u lo  d c h o .,  PT SV D  (m m H g ) 3 5  ± 2

P r e s ió n  t e l e - d i a s tó l i c a  d e l  V e n t r í c u lo  d c h o .,  PT D V D  (m m H g ) 9  i  1

P r e s ió n  d e  la  A u r íc u la  d c h a .  (m m H g ) 8  ± 1

G a s to  c a r d ia c o ,  GC (1 /m in ) 3 ,2  ± 0 ,4

P r e s ió n  c a p i l a r  p u lm o n a r ,  PC P (m m H g ) 2 8  ± 2

R e s i s te n c ia  v a s c u la r  p u lm o n a r ,  R V P (U. W o o d ) 2 ,5  ± 0 ,5

P r e s ió n  m e d ia  p u lm o n a r ,  P M P  (m m H g ) 3 5  + 2

F r e c u e n c ia  c a r d ia c a ,  FC ( 1 /m in ) 9 8  ± 1

T r a t a m i e n t o  f a r m a c o l ó g i c o _________________________________________________n  ( % )

T r a t a m i e n t o  I n m u n o - m o d u la d o r

- C ic lo s p o r in a  A 1 0  ( 5 9 )

- M ic o f e n o la to  M o fe tilo 1 7 ( 1 0 0 )

- T a c r ó l im u s 7 ( 4 1 )

- E v e r ó l im u s 2 ( 1 2 )

- R a p a m ic in a 1 ( 6 )

- E s te r o id e s 1 7 ( 1 0 0 )

Los valores de las variables eco-cardiográficas y hemodinámicas se expresaron como la 
media ± e.e.m de un total de n= 17 pacientes incluidos en el estudio.
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2 . 2  A n á l i s i s  d e  l a  e x p r e s i ó n  d e  A R s  y  G R K s  e n  L i n f o c i t o s

HUMANOS

2.2.1 Grupo Control

Para determinar los niveles de ARNm para los 6 subtipos de ARs y las tres 

quinasas (GRK2, GRK3 y GRK5) en linfocitos humanos circulantes obtenidos de 

voluntarios sanos, realizamos un análisis cuantitativo mediante RT-PCR usando la 

expresión de la GAPDH como gen de referencia. Los valores para los 9 genes, 

expresados como 2 ACt, están representados en la Figura 25.

Linfocitos de vo lu n ta rio s  sanos

1300-1

a-iA a 1B a 1D 0-, p 2 P3 GRK2 GRK3 GRK5

Figura 25. N iveles de ex p resió n  de  ARNm de ARs y GRKs en linfocitos h u m an o s c ircu lan tes  
o b ten id o s  de  v o lu n ta rio s  sanos. Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  
expresados como la media de 2 ACt ± e.e.m de n = 7-10.

Entre los 6 subtipos de ARs, el nivel máximo de expresión corresponde al 02, 

seguido del 0i. Dentro de los ARs-ai, claramente minoritarios, se detectó el subtipo  

aiD en mayor o igual proporción que aiB- Por último los subtipos -aiA y -03 fueron 

prácticamente indetectables. En el caso de las GRKs, la más abundante fue la GRK2,
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s e g u i d a  d e  G R K 3  y  G R K 5 ,  a m b a s  e x p r e s a d a s  e n  n i v e l e s  s i m i l a r e s  e n  l i n f o c i t o s  

h u m a n o s .  N o  s e  o b s e r v a r o n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  

e n t r e  h o m b r e s  y  m u j e r e s  ( d a t o s  n o  m o s t r a d o s ) .

2.2.2 Cambios en la Expresión de ARs y GRKs en función del género

El p r i m e r  a n á l i s i s  q u e  r e a l i z a m o s  f u e  u n a  c o m p a r a t i v a  e n  f u n c i ó n  d e l  g é n e r o ,  

d e  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  g é n i c a  d e  l o s  A R s  y  l a s  G R K s  e n  e l  l i n f o c i t o  c i r c u l a n t e  d e  

p a c i e n t e s  c o n  p a t o l o g í a  c a r d i o v a s c u l a r  y  v o l u n t a r i o s  s a n o s .  C ó m o  s e  p u e d e  o b s e r v a r  

e n  l a  f i g u r a  2 6 ,  n o  s e  o b s e r v a n  c a m b i o s  s i g n i f i c a t i v o s  q u e  d e p e n d a n  d e l  g é n e r o .

Linfocitos de pacientes en función del género
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Figura 26. Niveles de  ex p resió n  de ARNm d e  ARs y GRKs en linfocitos h u m an o s c ircu lan te s  
o b ten id o s  de  v o lu n ta rio s  sanos y p ac ien te s  con p a to log ía  card iovascu lar. Valores normalizados 
usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 ACt para los n = 71 pacientes estudiados. 
(•) Hombres, (•) Mujeres.
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2.2.3 Cambios en la Expresión de ARs y GRKs en Patologías 
Cardiovasculares

Hemos realizado un análisis com parativo de los niveles de expresión de ARNm 

de cada gen (excepto los subtipos c h a  y 0 3 , prácticam ente indetectables) en los 5 
grupos de pacientes. Los resultados fueron norm alizados según los valores del gen de 
referencia GAPDH y a su vez, referidos al grupo control para  ser expresados como 2" 
MCt. Dependiendo de la patología cardiovascular o del grado de la misma, se han 
observado pequeñas variaciones significativas. Así pues, según nos m uestra la Figura 

27A, vem os un aum ento significativo en los niveles de expresión del AR-aiB en 

pacientes hipertensos. No se observaron cambios significativos para  el AR-am (Figura 

27B). Los niveles de ARNm para los ARs-ai no fueron determ inados en pacientes con 
IC y TC po r problem as metodológicos.

Al analizar los ARs-0 (Figura 28) vemos como se evidencia un leve aum ento no 

significativo en los niveles de ARNm del subtipo 0i en pacientes con HCA, aum ento 
que se hace significativo en pacientes con HTA desarrollada y que deja de serlo tras el 
tratam iento, pero que se dispara en pacientes con IC, m ientras que después del 
trasp lan te continua increm entado con respecto al grupo control, pero se encuentra 
dism inuido con respecto al grupo de pacientes insuficientes (Figura 28A). En cuanto 

al subtipo 02 únicam ente observam os un aum ento muy significativo (P < 0,001) en el 
grupo de pacientes trasplantados (Figura 28B)

Por lo que respecta al análisis de las GRKs (Figura 29), vemos como para la 
GRK2 se observa una diminución m uy m arcada en los niveles de ARNm en el grupo de 
pacientes con IC respecto al grupo control, m ientras que en los pacientes 
trasp lan tados sigue observándose una disminución, aunque menor, respecto al grupo 
control (Figura 29A). No se observaron cambios significativos para  la GRK3, tan  solo 
una tendencia no significativa a la baja en pacientes con HTA (Figura 29B). En cuanto 
a los niveles de ARNm de GRK5 se observa una tendencia no significativa al alza en 
pacientes con HTA. Esta regulación al alza se observa de form a significativa en 
pacientes con IC y se m antiene en pacientes trasp lan tados (Figura 29C).
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Figura 27. A nálisis com para tivo  de  los n iveles de ex p re s ió n  de  ARNm del AR-<xib (A) y AR-am 
(B) en  linfocitos h u m an o s c ircu lan tes  según  la pa to lo g ía  card iovascu lar. Valores normalizados 
usando GAPDH como gen de referencia y  comparados con el grupo control (voluntarios sanos o controles) 
expresados como la media de 2_/uct ± e.e.m de n = 5-17 dependiendo de cada grupo. N.D. no determinado, * 
P < 0,05 vs. grupo control según el test de t  de Student para variables independientes.
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Figura 28. A nálisis co m p ara tiv o  de los n iveles de  ex p resió n  de ARNm del AR-f3i (A) y AR-p2 (B) 
en  linfocitos hum anos c ircu lan te s  según  la p a to log ía  card iovascu lar. Valores normalizados usando 
GAPDH como gen de referencia y  comparados con el grupo control (voluntarios sanos o controles) 
expresados como la media de 2 AACt ± e.e.m de n = 5-17 dependiendo de cada grupo. Siendo * P < 0,05, ** P 
< 0,01 vs. grupo control, * P < 0,05 vs. IC, según el test de t de Student para variables independientes.
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Figura 29. A nálisis com para tivo  de  los n iveles d e  ex p resió n  d e  ARNm del GRK2 (A), GRK3 (B) y 
GRK5 (C) en  linfocitos hu m an o s c ircu lan te s  según la pa to log ía  card iovascu lar. Valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  comparados con el grupo control (voluntarios 
sanos o controles) expresados como la media de 2 MCt ± e.e.m de n = 5-17 dependiendo de cada grupo. 
Siendo * P < 0,05, *** P < 0,001 vs. grupo control, P < 0,001 vs. IC, según el test de t  de Student para 
variables independientes.
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2 . 3  C o r r e l a c i o n e s  c o n  v a r i a b l e s  p r o p i a s  d e  l o s  p a c i e n t e s

P a r a  e s t u d i a r  e l  s i g n i f i c a d o  c l í n i c o  d e  l a s  v a r i a c i o n e s  e n  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  

e n c o n t r a d o s  p a r a  l o s  A R s  y  l a s  G R K s ,  s e  r e a l i z a r o n  a n á l i s i s  d e  r e g r e s i ó n  l i n e a l  e n t r e  

l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e  l o s  g e n e s  e s t u d i a d o s  e n  l o s  l i n f o c i t o s  d e  l o s  p a c i e n t e s  y  l a s  

d i f e r e n t e s  v a r i a b l e s  d e m o g r á f i c a s ,  a n t r o p o m é t r i c a s  y  c l í n i c a s  a n a l i z a d a s  e n  c a d a  

g r u p o  d e  p a c i e n t e s  q u e  s e  m u e s t r a n  e n  l a s  t a b l a s  X V II -X X .

2.3.1 Variables Demográficas y Antropométricas

S e  a n a l i z a r o n  l a s  p o s i b l e s  c o r r e l a c i o n e s  e n t r e  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e  

A R N m  d e  l o s  c u a t r o  A R s  m a y o r i t a r i o s  y  l a s  t r e s  G R K s  d e  c a d a  i n d i v i d u o  ( p o b l a c i ó n  

t o t a l )  c o n  s u s  r e s p e c t i v a s  v a r i a b l e s  d e m o g r á f i c a s  y  a n t r o p o m é t r i c a s .  D e  t o d o s  l o s  

a n á l i s i s  r e a l i z a d o s  t a n  s ó l o  s e  o b s e r v a r o n  c o r r e l a c i o n e s  s i g n i f i c a t i v a s ,  a u n q u e  d e  

f o r m a  i n v e r s a ,  a l  c o m p a r a r  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e l  s u b t i p o  P i  c o n  e l  p e s o  d e l  

i n d i v i d u o  ( K g ) ,  y  e n  c o n s e c u e n c i a ,  c o n  e l  1M C ( K g / m 2).  E n  a m b o s  c a s o s  s e  o b s e r v a  

u n a  c o r r e l a c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  c o n  p e n d i e n t e  n e g a t i v a  e  i n d e p e n d i e n t e  d e l  g é n e r o  
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F igura 30. R egresión  lin ea l e n tre  los n iveles de  ex p resió n  de  ARNm del AR-0i en  linfocitos 
h u m an o s  fre n te  al Peso (A) y fre n te  a los va lo res  de índ ice  de  m asa co rp o ra l (IMC) (B). Valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 ACt para los n = 14 - 41 
pacientes estudiados. (•) Hombres, (•) Mujeres, línea negra (toda la población), línea continua 
( correlaciones significativas).
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2.3.2 Variables Hemodinámicas y Eco-cardiográficas

D e l  t o t a l  d e  v a r i a b l e s  h e m o d i n á m i c a s  y  e c o - c a r d i o g r á f i c a s  a n a l i z a d a s  

( m o s t r a d a s  t o d a s  e l l a s  e n  l a s  t a b l a s  X V II ,  X IX  y  X X ) ,  t a n  s ó l o  h a r e m o s  m e n c i ó n  d e  

a q u e l l a s  e n  l a s  q u e  d i o  s i g n i f i c a t i v o  e l  a n á l i s i s  d e  r e g r e s i ó n  l i n e a l  c o n  l o s  n i v e l e s  d e  

e x p r e s i ó n  d e  A R N m  d e  a l g u n o  d e  l o s  c u a t r o  A R s  m a y o r i t a r i o s  o  d e  l a s  t r e s  G R K s .

P a r a  e m p e z a r ,  e n  l o s  d i f e r e n t e s  g r u p o s  d e  p a c i e n t e s  c o n  H T A  a d e m á s  d e l  

g r u p o  c o n t r o l ,  o b s e r v a m o s  c o r r e l a c i o n e s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  v a r i o s  g e n e s ,  l a  P A  y  l a  

FC. L a  P A  d i u r n a ,  d e  f o r m a  m á s  m a r c a d a  p a r a  l a  P A S  q u e  p a r a  la  P A D ,  c o r r e l a c i o n a  d e  

f o r m a  p o s i t i v a  c o n  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e l  A R - a i B  e n  h o m b r e s  ( n = 1 4 )  y  e n  e l  

t o t a l  d e  l a  p o b l a c i ó n  ( n = 1 9 )  ( F i g u r a  3 1 ) ,  y  e n  c o n s e c u e n c i a  t a m b i é n  s e  o b s e r v a  

c o r r e l a c i ó n  p o s i t i v a  c o n  la  P A S  d e  2 4  h o r a s  ( d a t o s  n o  m o s t r a d o s ) .  N o  o c u r r e  l o  m i s m o  

e n  m u j e r e s  p r o b a b l e m e n t e  p o r  e l  e s c a s o  n ú m e r o  d e  m u e s t r a s  d i s p o n i b l e s  ( n = 5 ) .

P = 0.0040 

r2 = 0.5130

P = 0.0468 

r2 = 0.2903

i---------------1--------------- 1 •• ~i--------------- 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

a 1B

Figura 31. R egresión  lineal e n tre  los n iveles de ex p res ió n  de  ARNm en  lin focitos h u m an o s  del 
A R -ctiB  fren te  a los va lo res de P resió n  A rte ria l (PA) d iu rn a . Valores normalizados usando GAPDH 
como gen de referencia y  expresados como 2 ACt para los n = 19 pacientes estudiados. (•) Hombres, ( c)  
Mujeres, línea continua (correlaciones significativas). Los valores superiores de cada gráfica 
representan la PAS (círculos sólidos)y los inferiores la PAD (círculos vacíos).
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D e  f o r m a  s i g n i f i c a t i v a  p e r o  d e  m a n e r a  i n v e r s a  c o r r e l a c i o n a  la  P A D  d e  2 4  h o r a s  

c o n  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e l  A R - P 2 ( F i g u r a  3 2 ) ,  q u e  s e  p r o d u c e  c u a n d o  a n a l i z a m o s  

e l  c o n j u n t o  t o t a l  d e  la  p o b l a c i ó n  ( n = 4 0 )  p e r o  t a m b i é n  e n  e l  g r u p o  d e  m u j e r e s  ( n = 1 9 ) .  

T a m b i é n  s e  o b s e r v a  la  m i s m a  c o r r e l a c i ó n  p o s i t i v a  y  s i g n i f i c a t i v a  c o n  l o s  v a l o r e s  d e  

P A S  d i u r n a  ( d a t o s  n o  m o s t r a d o s ) .
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Figura 32. R egresión lineal e n tre  los n iveles de e x p re s ió n  de ARNm en linfocitos h um anos del 
AR-P2 f re n te  a los va lo res de P resión  A rte ria l D iastó lica (PAD) de 24h. Valores normalizados 
usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 ACt para los n = 40 pacientes estudiados. (•)  
Hombres, (*) Mujeres, línea negra (toda la población), línea continua (correlaciones significativas).

Si  c o n t i n u a m o s  a n a l i z a n d o  l o s  v a l o r e s  d e  P A ,  c o m p r o b a m o s  c o m o  c o n  la  G R K 3 ,  

a p a r e c e n  c o r r e l a c i o n e s  s i g n i f i c a t i v a s  y  d e  f o r m a  i n v e r s a  e n t r e  l o s  v a l o r e s  t a n t o  d e  

P A S  c o m o  d e  P A D  d i u r n a  y  n o c t u r n a  ( F i g u r a  3 3 ) .  E n  c o n s e c u e n c i a  t a m b i é  s e  o b s e r v a  

l a  m i s m a  c o r r e l a c i ó n  c o n  l o s  v a l o r e s  d e  P A  d e  2 4  h o r a s  ( v a l o r e s  n o  m o s t r a d o s ) .  S e  

o b s e r v a n  c o r r e l a c i o n e s  e n  e l  t o t a l  d e  l a  p o b l a c i ó n  ( n = 4 0 ) ,  a d e m á s  d e  e n  e l  g r u p o  

d é l a s  m u j e r e s  p a r a  l a  P A  d i u r n a  ( n = 1 9 )  y  e n  e l  g r u p o  d e  l o s  h o m b r e s  p a r a  la  P A  

n o c t u r n a  ( n = 2 1 ) .
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Figura 33. R egresión  lineal e n tre  los n iveles de ex p res ió n  de ARNm de GRK3 en  linfocitos 
h um anos fre n te  a los va lo res de  P resió n  A rte ria l (PA) Sistólica y D iastó lica d iu rn a  (A) y 
n o c tu rn a  (B). Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 ÚCt 
para los n = 40 pacientes estudiados. (•) Hombres, (•) Mujeres, línea negra (toda la población), línea 
continua (correlaciones significativas). Los valores superiores de cada gráfica representan la PAS 
(círculos sólidos) y  los inferiores la PAD (círculos vacíos).
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O t r a  v a r i a b l e  h e m o d i n á m i c a  c o n  l a  q u e  h e m o s  e n c o n t r a d o  c o r r e l a c i o n e s  

s i g n i f i c a t i v a s  d e n t r o  d e l  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o n  H T A ,  e s  l a  F r e c u e n c i a  C a r d i a c a  ( F C ) .  

E n  e s t e  c a s o  t a m b i é n  s e  o b s e r v a n  d i f e r e n c i a s  d e p e n d i e n t e s  d e  g é n e r o .  S e  o b s e r v a  u n a  

c o r r e l a c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  e n t r e  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e  A R N m  d e l  A R - P i  y  l a  FC  

d i u r n a  e n  m u j e r e s  ( n = l l ) ,  p e r o  t a m b i é n  e n  e l  t o t a l  d e  l a  p o b l a c i ó n  ( n = 2 6 )  ( F i g u r a  

3 4 ) .
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F igu ra  34. R egresión  lineal e n tre  los n iveles d e  ex p resió n  de  ARNm del AR-Pi fre n te  a los 
v a lo re s  d e  F recuencia  C ard iaca (FC) d iu rn a  en  lin focitos hum anos. Valores normalizados usando 
GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 ACt para los n = 26 pacientes estudiados. (•) 
Hombres, (•) Mujeres, línea negra ( toda la población), línea continua (correlaciones significativas).

2.3.3 Va r i a b l e s  B i o q u í m i c a s

S e  a n a l i z a r o n  m u l t i t u d  d e  v a r i a b l e s  b i o q u í m i c a s  q u e  e v a l ú a n  e l  e s t a d o  g e n e r a l  

d e l  p a c i e n t e  y / o  e l  r i e s g o  c a r d i o v a s c u l a r  ( t o d a s  e l l a s  m o s t r a d a s  e n  l a s  t a b l a s  XV III ,  

X IX  y  X X ) .  S e g u i d a m e n t e  h a r e m o s  m e n c i ó n  a  a q u e l l a s  c o r r e l a c i o n e s  e n t r e  n i v e l e s  d e  

A R N m  y  v a r i a b l e s  b i o q u í m i c a s  q u e  d i e r o n  s i g n i f i c a t i v a s  s e g ú n  e l  t e s t  d e  r e g r e s i ó n  

l i n e a l  d e  Pearson.
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L a  p r i m e r a  c o r r e l a c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  q u e  p o d e m o s  o b s e r v a r  e n  la  F i g u r a  3 5 ,  

o c u r r e  e n t r e  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e l  A R - cxib y  l a  H o m o c i s t e í n a  p l a s m á t i c a  

( i m p o r t a n t e  m a r c a d o r  d e l  r i e s g o  c a r d i o v a s c u l a r  m e d i d a  e n  p a c i e n t e s  c o n  a l g ú n  t i p o  

d e  H T A ) .  D i c h a  c o r r e l a c i ó n  q u e  i n i c i a l m e n t e  s e  o b s e r v a  e n  h o m b r e s  y  e n  e l  t o t a l  d e  l a  

p o b l a c i ó n ,  n o  s e  o b s e r v a  e n  m u j e r e s  p r o b a b l e m e n t e  d e b i d o  a l  e s c a s o  n ú m e r o  d e  

m u e s t r a s  c o n  a m b o s  d a t o s  d e t e r m i n a d o s .
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Figura 35. R egresión  lineal e n tre  los n ive les de  ex p resió n  de  ARNm del AR-ctie en  linfocitos 
hu m an o s fren te  a los v a lo res  de H om ociste ina p lasm ática . Valores normalizados usando GAPDH 
como gen de referencia y  expresados como 2 ACt para los n = 16 pacientes estudiados. (•) Hombres, (•) 
Mujeres, línea negra (correlación significativa de toda la población).

Si a n a l i z a m o s  l o s  v a l o r e s  d e  A l d o s t e r o n a  p l a s m á t i c a  ( m a r c a d o r  i m p o r t a n t e  d e  l a  

f u n c i ó n  r e n a l  m e d i d a  e n  p a c i e n t e s  c o n  H T A ) ,  v e m o s  u n a  c o r r e l a c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  q u e  

s e  p r o d u c e  e n  h o m b r e s  ( n = 1 3 )  y  e n  e l  t o t a l  d e  l a  p o b l a c i ó n  ( n = 1 9 )  ( F i g u r a  3 6 ) ,  n o  

o c u r r e  l o  m i s m o  e n  m u j e r e s  q u e ,  p e s e  a l  b a j o  n ú m e r o  d e  m u e s t r a s  ( n = 6 ) ,  p a r e c e  

s e g u i r  u n a  t e n d e n c i a  o p u e s t a ,  s i  b i e n  d i c h a s  m u e s t r a s  s e  e n c u e n t r a n  e n m a r c a d a s  

d e n t r o  d e  l a  c o r r e l a c i ó n  a l  a n a l i z a r  e l  t o t a l  d e  l a  p o b l a c i ó n .
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Figura 36. R egresión  lineal e n tre  los n iveles de  ex p resió n  de ARNm del A R -am en linfocitos 
hu m an o s fre n te  a los v a lo res  de A ldosterona  p lasm ática . Va/ores normalizados usando GAPDH 
como gen de referencia y  expresados como 2 áCt para los n = 19 pacientes estudiados. (•) Hombres, (•) 
Mujeres, línea negra (correlación significativa de toda la población).

P o r  l o  q u e  r e s p e c t a  a  p a c i e n t e s  d e l  g r u p o  d e  IC, p o d e m o s  o b s e r v a r  u n a  s o l a  

c o r r e l a c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  q u e  s e  d a  a l  a n a l i z a r  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e  G R K 5  c o n  l o s  

n i v e l e s  p l a s m á t i c o s  d e  B i l i r r u b i n a  ( m a r c a d o r  d e  la  f u n c i ó n  h e p á t i c a ) .  S e  t r a t a  d e  u n a  

c o r r e l a c i ó n  i n v e r s a  q u e  s e  o b s e r v a  e n  e l  t o t a l  d  e l a  p o b l a c i ó n  ( F i g u r a  3 7 ) .  N o  s e  h a  

p o d i d o  h a c e r  d i f e r e n c i a c i ó n  e n  f u n c i ó n  d e l  g é n e r o  d e b i d o  a  q u e  n o  d i s p o n e m o s  d e  u n  

n ú m e r o  d e  m u e s t r a s  d e  m u j e r e s  l o  s u f i c i e n t e m e n t e  e l e v a d o  ( n = 3 )  p a r a  s a c a r  

c o n c l u s i o n e s  d e  e s t o s  r e s u l t a d o s .
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Figura 37. R egresión lineal e n tre  los n iveles de  ex p resió n  de ARNm de la GRK5 en linfocitos 
hu m an o s de p ac ien tes  con Insuficiencia C ardiaca fre n te  a los v a lo res  de B ilirru b in a  
p lasm ática . Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 ACt 
para los n = 14 pacientes estudiados. (•) Hombres, (•) Mujeres, línea negra (toda la población), línea 
continua (correlaciones significativas).

L a ú l t i m a  v a r i a b l e  b i o q u í m i c a  a n a l i z a d a  f u e  l a  e x c r e c i ó n  u r i n a r i a  d e  a l b ú m i n a  

( E U A ) ,  i m p o r t a n t e  m a r c a d o r  d e  la  f u n c i ó n  r e n a l  d e t e r m i n a d a  e n  l a  o r i n a  d e  p a c i e n t e s  

c o n  H T A .  L o s  v a l o r e s  d e  E U A  f u e r o n  a n a l i z a d o s  d e  d o s  m a n e r a s .  P r i m e r a m e n t e ,  l o s  

p a c i e n t e s  f u e r o n  c a t e g o r i z a d o s  e n  d o s  g r u p o s  s e p a r a d o s  e n t r e  n o r m o a l b u m i n ú r i c o s  

y  m i c r o a l b u m i n ú r i c o s .  U n a  v e z  l a  E U A  f u e  d e t e r m i n a d a ,  l o s  p a c i e n t e s  c o n  

m i c r o a l b u m i n u r i a  ( E U A  3 0 - 3 0 0  m g / 2 4 h )  f u e r o n  i d e n t i f i c a d o s  t a n t o  e n  e l  g r u p o  d e  

p a c i e n t e s  h i p e r t e n s o s  ( n =  6 ) c o m o  e n  e l  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  h i p e r t e n s o s  c o n  

t r a t a m i e n t o  a n t i h i p e r t e n s i v o  ( n = 3 ) .  L a s  d e t e r m i n a c i o n e s  i n d i v i d u a l i z a d a s  d e  d i c h o  

p a r á m e t r o ,  s i n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n  f u n c i ó n  d e l  g é n e r o ,  s e  r e p r e s e n t a n  e n  la  

F i g u r a  3 8 .
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Figura 38. A nálisis com parativo  de los n iveles d e  excreción  u r in a r ia  de  a lb ú m in a  (EUA) entre 
sujetos sanos voluntarios (controles), pacientes con hipertensión clínica aislada, pacientes hipertensos, 
y pacientes hipertensos tratados con IECAs o ARAII. La Microalbuminuria fue definida como valores 
de EUA entre 30-300 m g/24h (valores por encima de la línea de puntos). (•] Hombres, (•) Mujeres.

S e g u i d a m e n t e  s e  e m p l e a r o n  t a n t o  l o s  v a l o r e s  a b s o l u t o s  d e  E U A  c o m o  la  

t r a n s f o r m a c i ó n  l o g a r í t m i c a  d e  d i c h a  v a r i a b l e ,  e n  v a r i a b l e  c o n t i n u a  ( L o g  E U A ) .  El  

a n á l i s i s  d e  r e g r e s i ó n  l i n e a l  e n t r e  l a  e x p r e s i ó n  d e  g e n e s  y  l o s  v a l o r e s  d e  E U A ,  n o s  

m u e s t r a  q u e  n o  e x i s t e  c o r r e l a c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  p a r a  e l  t o t a l  d e  la  p o b l a c i ó n  ( F i g u r a  

3 9 B ) ,  m i e n t r a s  q u e  e n  e l  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  m i c r o a l b u m i n ú r i c o s  s í  a p a r e c e  u n a  

c o r r e l a c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  e n t r e  l o s  n i v e l e s  d e  e x p r e s i ó n  d e l  A R - [ 3 i  y  l a  e x c r e c i ó n  

u r i n a r i a  d e  a l b ú m i n a ,  q u e  d e b i d o  a l  e s c a s o  n ú m e r o  d e  m u e s t r a s ,  s ó l o  p u d o  

o b s e r v a r s e  e n  e l  t o t a l  d e  l a  p o b l a c i ó n  m i c r o a l b u m i n ú r i c a ,  n o  p u d i e n d o  d i f e r e n c i a r  

e n t r e  p o b l a c i ó n  d e  h o m b r e s  y  m u j e r e s ,  t a n t o  c o n  v a l o r e s  a b s o l u t o s  d e  E U A  c o m o  c o n  

l o s  v a l o r e s  d e s p u é s  d e  la  t r a n s f o r m a c i ó n  l o g a r í t m i c a  ( F i g u r a  3 9 A  y  3 9 B ,  

r e s p e c t i v a m e n t e ) .
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Figura 39. R egresión lineal e n tre  los n iv e les  de  ex p res ió n  de ARNm del AR-Pi en  lin focitos 
h u m an o s de p ac ien tes  no rm o- y m ic ro a lb u m in ú rico s  fren te  a los v a lo res  de  Excreción 
U rinaria  de  A lbúm ina (EUA) (A) y su  tra n sfo rm a c ió n  logarítm ica, LogEUA (B). Valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 &a para los n = 9-32 
pacientes estudiados. (•) Hombres, (•) Mujeres, línea negra (toda la población), línea continua 
(correlaciones significativas). En la gráfica (A) se representan los valores de EUA los pacientes 
microalbuminúricos. En la gráfica (B), se representan los valores de LogEUA en pacientes 
microabuminúricos (circulo relleno) y  normoalbuminúricos (circulo vacío). La línea discontinua 
representa el análisis del total de población de normo- y  microalbuminúricos (correlación no 
significativa).



A d r e n o c e p to r e s  y  G RKs e n  la  E n f e r m e d a d  C a r d io v a s c u la r  H u m a n a

2.3.4 Influencia del tiempo post-trasplante

Las m uestras de linfocitos de los pacientes trasplantados se tom aron en tre  los 
14 y los 471 días posteriores al trasp lan te  cardiaco. Con el fin de com probar si con el 
tiem po se producían variaciones en la expresión génica de los ARs y las GRKs, hemos 
analizado m ediante regresión lineal cómo evolucionan los niveles de ARNm en 
función del tiem po tras el trasp lan te  cardiaco. Observamos una correlación directa y 

significativa muy m arcada en la expresión del AR-P2 con el tiem po post-trasplante. Se 
produce un aum ento progresivo en los niveles de ARNm conforme avanza el tiem po 
tra s  el trasp lan te  (Figura 40). Además, tal y como se m uestra en la siguiente figura, 
tam bién observam os una correlación significativa en tre  los niveles de expresión de 
GRK2 y el tiem po post-trasplante, m ientras que las diferencias observadas en la 
expresión de GRK3 no se correlacionan significativamente y la expresión de GRK5 en 
linfocitos perm anece invariable durante el periodo de tiem po estudiado.
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Figura 40. R egresión  lineal e n tre  los n iv e les  de ex p res ió n  de  ARNm de los AR-p y la GRKs en 
lin focitos h u m an o s de p ac ien tes  tra sp la n ta d o s  d e  co razón  fren te  al tiem po  p o s t- tra sp la n te s .
Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y  expresados como 2 ACt para los n = 17 
pacientes estudiados. La línea continua representa las correlaciones. (•) Hombres, (•) Mujeres.
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2 .4  C o r r e l a c i o n e s  e n t r e  ARs y  GRKs

Hemos utilizado un análisis de regresión lineal para  analizar la existencia de 
correlaciones en tre  los ARs y las GRKs que regulan su actividad en linfocitos 
humanos. Estas correlaciones han sido analizadas en el global de la población y 
haciendo diferenciación en tre  sexos.

Al analizar las correlaciones en tre  los ARs-p y  las GRKs, se encontraron 
correlaciones significativas (P < 0,001) en tre  los niveles de expresión de ARNm del 

AR-P2 con los niveles de expresión de las GRK2 y GRK3 tanto  en hom bres como en 
m ujeres (Figura 42B). No se observó correlación con la expresión de la GRK5. Cuando 

analizamos el AR-Pi, observam os una correlación significativa con GRK3 y GRK5 
(Figura 42A), únicam ente al analizar la población to tal sin diferenciar en tre  sexos 
(indicado en la figura m ediante una línea continua de color negro).

Por lo que respecta al análisis de las correlaciones en tre  los niveles de ARNm de 

los ARs-ai y las tres GRKs, en ningún caso se encontraron  correlaciones significativas 
(Figura 41). Cabe destacar el m enor núm ero de m uestras para el análisis de los ARs- 

a i  debido a que dichos ARs no fueron detectados en un gran núm ero de m uestras por 
problem as metodológicos.
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D i s c u s i ó n

1  D i f e r e n c i a s  e n  l a  e x p r e s i ó n  d e  A R s y  GRKs e n  

FUNCIÓN DE LOS TEJIDOS ANALIZADOS

Como prim er paso para estud iar los cambios en la expresión y funcionalidad de 

los ARs-ai y -p en las distintas patologías cardiovasculares, analizam os la expresión 
de los seis subtipos de ARs y las tre s  quinasas m ayoritariam ente expresadas a nivel 
cardiovascular en distintos tejidos y células implicados en la hom eostasis 
cardiovascular: corazón, riñón, vasos y linfocitos.

El prim er aspecto a destacar es que en todos los territo rios analizados 
detectam os la presencia de ARNm de todos los genes en m ayor o m enor proporción. 

Así pues, en aorta de ra ta  presom ina la expresión del AR-<x id  que se corresponde con 
el papel protagonista que dicho subtipo ejerce en la respuesta contráctil adrenérgica 
en este territo rio  (Gisbert y cois., 2000; Marti y cois., 2005). También son de señalar 

los resultados inesperados obtenidos para  los ARs-p, ya que en este caso el subtipo 

m ayoritario según los niveles de ARNm sería el AR-P3, seguido del subtipo Pi y P2 muy 
cercano a este último. Aunque hasta  ahora no se había realizado una determ inación 

cuantitativa de los niveles de ARNm de los diferentes subtipos de ARs-p en aorta de 
rata, estos resultados parecen con trastar con los estudios clásicos que atribuyen al 

subtipo P2 el protagonism o en la vasodilatación p-adrenérgica (Guimaraes y Moura, 
2001) y estarían mas en concordancia con estudios recientes que evidencian la 

participación de los ARs-Pi (Chruscinski y  cois., 2001) y -P3 en ao rta  de ra ta  (Trochu y 
cois., 1999; Rautureau y cois., 2002). Sin embrago, hay que señalar que la m ayor 

expresión del subtipo P3 en este vaso no implica que sea este subtipo el que 
m ayoritariam ente se exprese en las células m usculares y, en este sentido, resultados 

obtenidos en nuestro  laboratorio, indican que no es el subtipo P3 el que 

predom inantem ente se expresa en las células m usculares aisladas de aorta, sino el Pi 
(Pérez-Aso, 2010), por lo que sería in teresan te  determ inar en qué tipo celular de este 

vaso se expresa el AR-P3 en m ayor proporción y cuál puede ser su papel.

En cuanto a los niveles de ARNm observados en el ventrículo izquierdo de rata, 

vem os como para los ARs-ai el subtipo m ayoritario con diferencia, tal y como estaba 

descrito en estudios an teriores (Graham y cois., 1996), es el A R -cxib. Por lo que 

respecta a los ARs-p, como era de esp erar según su implicación en la funcionalidad
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cardíaca, el subtipo m ayoritariam ente expresado a nivel de ARNm es el Pi (en tre  el 

66-83%, según grupos de ratas), seguido del AR-P2 (17-33% ) y por último el subtipo 

P3 es prácticam ente indetectable (0,7-0,1%), coincidiendo con estudios previos que 

describían una proporción sim ilar en tre  subtipos: del 70-80%  para Pi fren te  al 20- 

30%  del P2 (Brodde, 1991) siendo P3 el m inoritario (Gauthier y cois., 1996).

En el riñón tam bién hem os detectado la presencia de ARNm para  todos los genes 

estudiados. En ratas adultas el subtipo m ayoritario dentro  de los AR-ai, es el aiB 

seguido m uy de cerca por los otros dos subtipos aiA y aiD, tal y como se describe en la 
literatu ra  (Graham y cois., 1996). Si bien el papel fisiológico de cada subtipo parece 

no esta r del todo claro, todo indica que el subtipo m ayoritario en este caso ( c iib )  se 
encontraría a nivel de los túbulos renales controlando la retención de Na+ y p o r lo 
tanto  favoreciendo la retención de líquidos (Elhawary y Pang, 1994), m ientras que los 

otros dos subtipos ( a iA  y o iid )  controlarían el tono de las arterias renales distal y 
proximal respectivam ente (Elhawaiy y cois., 1992; Villalobos-Molina y cois., 1997). 

En cuanto a los ARs-p, encontram os como subtipo m ayoritario el Pi, lo cual coincide 
con la literatura  que habla de un rol funcional m ayoritario para  este subtipo, 
relacionado con la liberación de renina (Osborn y cois., 1981; Lakhlani y cois., 1994), 
seguido de P2, relacionado en m enor m edida con la liberación de renina pero sobre 
todo con la relajación de la arteria  renal, y tam bién en este tejido es m inoritaria  la 

expresión del subtipo P3, sin efectos m arcados a nivel renal (Kim y cois., 2007).

Por otro lado, nos propusim os estud iar la expresión de los ARs y las GRKs en 
linfocitos circulantes de ra tas adultas, pero sobre todo en el se r humano. Existen 

pocos estudios que tra ten  sobre la im portancia de los AR-ai en linfocitos y  éstos 
resultan  controvertidos. Por ejemplo, m ientras unos autores niegan la existencia de 
estos receptores en linfocitos de sangre periférica (Casale y cois., 1984; Rouppe van 
der Voort y cois., 1999; Heijnen y cois., 1996), otros la afirm an (Ricci y cois., 1999; 
Tayebati y cois., 2000), lo que podría depender del m étodo utilizado para  su 

detección. Con respecto a los ARs-p, su presencia en linfocitos está más estudiada y la 

m ayoría de au tores asum en como subtipo m ayoritario el P2 (Tayebati y cois., 2000; 
Veglio y cois., 2001; Kin y Sanders, 2006; Yu y cois., 2007). En la presen te  tesis 
doctoral hem os trabajado con linfocitos circulantes de ratas adultas y  linfocitos 
hum anos para  in ten tar determ inar, en este tipo celular, la presencia o no de ARNm de 
los diferentes ARs y las GRKs, y la abundancia relativa de sus subtipos. En am bos 
modelos vemos una distribución sim ilar con alguna peculiaridad. Los resultados 
obtenidos usando real time RT-PCR dem uestran  la co-existencia de los tre s  subtipos 

de ARs-p (Pi, P2, y  P3) en linfocitos hum anos y confirm an trabajos previos em pleando
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m étodos sem i-cuantitativos (Yu y cois., 2007). El m ayor nivel de expresión 

correspondió al subtipo P2, seguido del Pi, y m uy de lejos, en niveles prácticam ente 

indetectables el AR-P3. En los linfocitos de ra ta  WKY no se encontraron niveles 

detectables de ARNm para el subtipo P3, y  la distribución de los otros dos subtipos fue 

sim ilar a la de los linfocitos humanos, siendo tam bién el AR-P2 el subtipo m ayoritario 
(Loveland y cois., 1981). Aclarando el papel funcional del AR m ayoritariam ente 

expresado, se ha descrito al AR-P2 como posible nexo de unión en tre  el sistem a 
inm une y el sistem a nervioso, estando adem ás implicado en la producción de 
citocinas, la proliferación y la diferenciación celular (Kohm y Sanders, 2001; Kin y 
Sanders, 2006).

En cuanto a los ARs-a, no llegamos a detectar ARNm para ninguno de los subtipos 
en linfocitos circulantes de ra ta  WKY adulta, m ientras que si se detectaron, aunque en 
una proporción muy baja, en los linfocitos humanos. En este caso el subtipo 

m ayoritariam ente expresado fue el a iD  seguido m uy de cerca por el subtipo <x ib , y por 

último en niveles prácticam ente indetectables el subtipo aiA, coincidiendo con 
algunos de los autores que eran  capaces de detectarlos (Ricci y cois., 1999; Tayebati y 

cois., 2000). Si bien cabe destacar que tan  sólo detectam os la presencia de los ARs-ai 
en un grupo determ inado de pacientes, no habiéndose podido detectar el ARNm para 
los otros pacientes por problem as técnicos directam ente relacionados con el bajo 
nivel de expresión de estos ARs en linfocitos. En general, la participación de los ARs- 

a i  en la regulación/activación de la célula inm une aún no está  del todo definida 
(Kavelaars, 2002).

Se ha descrito la GRK2, por su implicación en la regulación de receptores de 
quimiocinas en el linfocito, como uno de los factores reguladores de la quimiotaxis y 
la respuesta  celular (Vroon y cois., 2004a; Prem ont y cois., 2007). Nosotros hemos 
encontrado ARNm en linfocitos no solam ente de la GRK2, quinasa m ayoritaria, sino 
tam bién de GRK3 y GRK5, aunque en niveles inferiores, tal y como ha sido 
previam ente descrito (Dzimiri y cois., 2002; Iaccarino y cois., 2005; Hata y  cois., 
2006). Estudios futuros deberán aclarar el papel, dentro  de la regulación propia del 
linfocito, de las o tras dos quinasas (GRK3 y GRK5) presentes en estas células del 
sistem a inmune.

Las tre s  GRKs com parten ciertas características pero son enzimas diferentes con 
funciones y propiedades reguladoras específicas (Opperm ann y cois., 1996; 
Bünem ann y cois., 1999; Penela y cois., 2006). M ientras que el papel de GRK2 en la 

regulación de los ARs-p ha sido muy estudiado, la especificidad de las otras isoformas 
de GRKs para  los diferentes GPCRs hum anos, aún no está del todo clara. Trabajos
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anteriores, realizados en ratones modificados genéticam ente, revelaron que la sobre- 
expresión selectiva de GRK2 y GRK5 en miocardio producía un deterioro de la 

respuesta  contráctil m ediada por los ARs-p, m ientras que la sobre-expresión cardiaca 

de GRK3 se caracterizaba po r una actividad norm al para  el mismo receptor (Vinge y 
cois., 2008). Estos resultados pueden in terp re tarse  como una desensibilización 

especifica del AR-p cardiaco (principalm ente del subtipo Pi) m ediada por GRK2 y 

GRK5, pero no p o r GRK3. Por otro lado, se ha sugerido que GRK3 y GRK5 podrían 

estar regulando la actividad del AR-aiB cardiaco (Rockman y cois., 1996; Eckhart y 

cois., 2000; Vinge y cois., 2008), aunque po r el m om ento existe bastante controversia 
en el campo, lo que abre la puerta  a futuras investigaciones respecto a la especificidad 
de una determ inada quinasa sobre un determ inado receptor y en un determ inado 
tipo celular. Definir la especificidad de cada una de las GRKs en la regulación de la 
m ultitud de GPCRs existentes, dependiendo del tejido o tipo celular que se trate, será 
determ inante para  conocer las vías que puedan esta r alteradas en cada uno de esos 
tejidos y en determ inadas patologías.

Para tra ta r  de hacer una nueva aproxim ación experim ental al problem a y 

analizar la posible especificidad en tre  cada una de las GRKs y los ARs-ai y  -p 
humanos, hem os realizado un análisis de la existencia o no de una correlación en tre  
los niveles d e  expresión de un determ inado receptor y cada una de las tres GRKs 
estudiadas, suponiendo que la existencia de una correlación significativa en tre  la 
expresión de dos genes (una GRK y un AR) implicaría un sistem a de regulación común 
y nos indicaría, de una form a indirecta, la existencia de una actividad específica de la 
quinasa sobre el receptor.

Con esta aproximación experim ental, hem os encontrado correlaciones 

estadísticam ente significativas en tre  los niveles de ARNm del AR-Pi con la GRK5, y  del 

AR-P2 con las GRK2 y GRK3, que podrían  estar en relación con la especificidad de 
estas GRKs por cada uno de los ARs en linfocitos. La correlación tan  significativa que 

hem os encontrado en tre  el AR-P2 y las dos GRKs an teriorm ente denom inadas pARKs 
(GRK2 y GRK3), pone en evidencia una vez más la regulación que, a través de am bas 
quinasas, sufre este AR, y que desde su descubrim iento ha venido usándose como 
modelo para  explicar el mecanismo de acción de estas quinasas (Benovic y cois., 
1987 ,1991; Bünemann y cois., 1999). Por otro lado, la falta de una correlación en tre  
GRK2 y GRK3 con el AR-Pi podría indicar que no son estas quinasas, sino la GRK5 

quién lo regula, coincidiendo con au tores que habían encontrado que esta quinasa era 

capaz de fosforilar al AR-Pi (Freedm an y cois., 1995; Rockman y cois., 1996; Eckhart y 
cois., 2000; Vinge y cois., 2008). No se encontraron correlaciones significativas en tre  

los niveles de ARNm de ninguno de los ARs-ai con ninguna de las tres GRKs
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analizadas, po r lo que, al menos en linfocitos humanos, parece no existir una 

interacción que relacione una de las quinasas con alguno de los ARs-ai.

La existencia de una correlación en tre  la expresión de un determ inado receptor y 
una GRK pone de manifiesto, además, que los cambios en la expresión génica en 
determ inados ARs, m uy probablem ente, están asociados a cambios en la expresión 
génica de sus correspondientes GRKs, haciendo necesario el análisis conjunto de 
am bos ARs y GRKs siem pre que se quiera estud iar la consecuencia de esos posibles 

cambios en relación con ciertas patologías. Hasta ahora, existen num erosas 
publicaciones en las que se analizan los cambios en la expresión y funcionalidad de 
una determ inada GRK, como ocurre con la GRK2, sin analizar si esos mismos cambios 
se reproducen en la expresión del receptor sobre el que se supone que actúa. Esto 
puede llevar a conclusiones poco precisas acerca de la trascendencia funcional del 
cambio y a falsas in terpretaciones al respecto. Es necesaria una lectura cuidadosa de 
los resultados siem pre que el análisis sea realizado de m anera aislada, para una 
determ inada GRK, sin ir acom pañado del correspondiente análisis del receptor sobre 
el cual, dicha quinasa, suponem os que ejerce su acción.

En resum en, hem os detectado ARNm para  los 6 subtipos de ARs estudiados y 
para  la GRK2 en los tres tejidos de ra ta  analizados, siendo diferentes las proporciones. 
Coincidiendo con la literatura, hem os observado como la expresión m ayoritaria en 

aorta  corresponde al subtipo am , principal responsable de la contracción de dicha 

arteria  de conductancia. Sorprende la im portante expresión del subtipo P3 

mayoritario en tre  los ARs, cuyo rol funcional no está del todo claro. En el ventrículo 

izquierdo encontram os como ARs m ayoritarios a los subtipos aiB y Pi, ambos 
responsables de la fuerza y el ritm o de contracción cardiaca. M ientras que en riñón, 

am bos A R s - o u b  y o h d  encargados de controlar procesos de filtración y del control del 

flujo renal respectivam ente, acom pañados del AR-Pi responsable del control de 
procesos de filtración y de la secreción de renina, serán los ARs m ayoritarios en este 

tejido. Por otro lado, en linfocitos de rata  se ha detectado ARNm para el subtipo Pi y 

sobre todo, y en m ayor proporción, para el subtipo P2, así como para las tres GRKs 
analizadas (GRK2, GRK3 y GRK5) siendo GRK2 la m ayoritaria. Por último, en 
linfocitos circulantes de voluntarios sanos, hem os detectado ARNm para los 6 ARs 

estudiados, si bien, los niveles tan  bajos para  los ARs-aiA y -P3, nos obligaron a su 
exclusión de los análisis com parativos que se describen más adelante. Se detectó 

como AR m ayoritario el subtipo P2, al igual que ocurría en ratas, con una proporción 
sem ejante en tre  las diferentes GRKs analizadas. Hemos encontrado una correlación 

significativa en tre  la expresión del AR-Pi y la GRK5, y  del AR-P2 y las GRK2 y GRK3, lo 
que puede significar que un mismo sistem a regulador actúa sobre esos genes, y
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susten ta la idea de que estas correlaciones pueden ser un indicador indirecto de la 
especificidad o preferencia de cada una de las GRKs por cada uno de los ARs en 
linfocitos hum anos, poniendo de m anifiesto la necesidad de realizar un análisis 
conjunto de ARs y GRKs, siem pre que se p retenda dar una in terpretación funcional a 
los cambios en la expresión de los mismos en diferentes territo rios y /o  patologías.

2  D i f e r e n c i a s  e n  l a  e x p r e s i ó n  y  f u n c i o n a l i d a d  d e  

ARs y  GRKs c o n  l a  E d a d : l a  m a d u r a c i ó n

Está bien descrito que con la edad se producen cambios im portantes tan to  a nivel 
estructural como funcional en m ultitud de órganos y que estos cambios conllevan, 
en tre  otras, alteraciones en la respuesta  cardiovascular y  renal, pero el origen exacto 
de los cambios aún está po r aclarar (Docherty, 1990). Numerosos estudios hablan de 
cambios con la edad en relación a los ARs y las GRKs, aunque con diferencias 
im portantes en los resultados, probablem ente debidas a diferencias en las edades de 
los animales, diferencias en tre  especies o incluso en tre  cepas, diferencias en los 
tejidos estudiados, y hasta diferencias en las técnicas de análisis utilizadas. En líneas 
generales se puede decir que se observa una dism inución de la actividad adrenérgica 
que progresa con la edad, y es especialm ente manifiesta en edades avanzadas 
(Docherty, 1990).

En el p resen te  estudio, hem os com parado la expresión de los 6 ARs estudiados y 
la GRK2 en Aorta, Ventrículo izquierdo y Riñón de ratas WKY de 6 sem anas y 16 
sem anas de edad. En las ratas, podem os definir dos procesos diferenciados, el 
proceso de m aduración que com prende el periodo de crecim iento desde las prim eras 
sem anas de vida, considerando a la ra ta  como joven inm adura (6-8 sem anas), hasta 
que las ratas se consideran adultas (desde 12-24 sem anas hasta los 12 m eses), de ahí 
en adelante com enzaría el siguiente proceso, el de envejecimiento, considerándose 
anciana una ra ta  de 24 m eses de vida (Docherty, 1990). Estos límites varían 
m ínim am ente según las cepas de ra tas utilizadas. Las ratas WKY se utilizan como 
control de las SHR, ratas que generan hipertensión de form a espontánea a p a rtir  de la 
sem ana 12 y ya tienen  una hipertensión bien establecida en la sem ana 16 (Yamamori, 
1984), así pues en nuestro  caso la ra ta  WKY se considera joven o inm adura a las 6 
sem anas de edad, m ientras que la ra ta  de 16 sem anas ya es considerada adulta. Por 
tanto, es im portante destacar que los cambios con la edad que observam os en nuestro 
estudio y que vamos a com entar para  el grupo control de ra tas WKY, corresponden a
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cambios propios del proceso de m aduración del animal al pasar de un estado 
inm aduro de 6 semanas, hasta un estado adulto de 16 sem anas de e d a d

En nuestro  grupo de ratas WKY, observam os como con la edad, se produce un 

descenso significativo de la expresión del AR-giid en aorta  torácica de ratas adultas de 
16 sem anas con respecto a las ra tas jóvenes inm aduras de 6 semanas. La m enor 
expresión de éste subtipo, m ayoritario en ao rta  de rata, y por tanto  responsable 
principal de la contracción de esta arteria  (Gisbert y cois., 2000; Marti y cois., 2005), 
podría se r responsable de la m enor potencia observada en nuestros estudios 

funcionales para  la Fenilefrina, agonista selectivo de los ARs a i ,  [pCEso (6sem) = 8,38 
± 0,34 vs pCEso (16sem) = 7,70 ± 0,08*] y que coincide con la m enor potencia de la NA 
encontrada por otros autores en ratas adultas, asociada tam bién a una m enor señal 
in tracelular de Ca+2 e IP3 (Gurdal y cois., 1995).

Por lo que respecta a la actividad vascular de los ARs-p con la edad, parece que 

con el envejecimiento aparece un deterioro progresivo de la dilatación p-adrenérgica, 
que se verá  mucho más m arcado en edades m uy avanzadas (72 sem anas), pero no se 
observa en el proceso de m aduración en edades más tem pranas (20 sem anas) 
(O'Donnell y W anstall, 1984). En este aspecto, nuestros experim entos indican una 

dism inución significativa en la expresión del AR-P3 duran te  el proceso de maduración, 
que no se traduce en un increm ento significativo de la potencia de la Isoprenalina, 
agonista con una m enor afinidad por este subtipo respecto a los otros dos, ni en una 

dism inución de la potencia del SR58611A, agonista selectivo del AR-P3. Por el 
contrario, si analizamos las curvas concentración-respuesta de relajación para el 
SR58611A encontram os una potencia significativamente m ayor de este agonista lo 

que nos indica que la disminución en la expresión del AR-P3 no tiene consecuencias 
negativas en su función vasodilatadora sino por el contrario, la ao rta  de ra ta  adulta es 

m ás sensible a la acción vasodilatadora m ediada por AR-P3. Para in terp re tar estos 
resultados, aparentem ente contradictorios, debem os recordar que, como 

com entam os anteriorm ente, el subtipo P3, m ayoritariam ente expresado en aorta  de 
rata, se encuentra en muy pequeña proporción en las células del músculo liso 
vascular aisladas de esta arteria  (Pérez-Aso, 2010), por lo que la disminución en la 

expresión que observam os en este caso, podría producirse en otros tipos celulares, 
con una implicación indirecta en el control del tono vascular, y  por ello tendría  una 

trascendencia funcional paradójica en la respuesta  vasodilatadora p-adrenérgica de la 

aorta.
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Por nuestra  parte, no se observan cambios significativos en la expresión de GRK2, 
ya que, coincidiendo con otros autores, el cambio debería de iniciarse en edades más 
avanzadas (Caballa y  cois., 2000; Schutzer y cois., 2001). Unido a esto, el deterioro de 

la actividad p-adrenérgica tam poco se ha observado hasta edades más avanzadas 
(Baloglu y cois., 2007).

Si nos centram os en otro tejido como es el corazón, los resultados son diferentes. 
Al parecer un fenómeno aceptado es el hecho de que en el se r hum ano, se produce un 
aum ento de las catecolam inas plasm áticas de alrededor del 10-15%  por cada 10 años 
de crecim iento (Brodde y Leineweber, 2004), probablem ente por un deterioro  de los 
m ecanism os de recaptación y por una dism inución de los receptores post-sinápticos 

(Docherty, 2002) y este aum ento va acom pañado de un descenso de la actividad p- 
adrenérgica en el corazón conforme aum enta la edad (Abrass y cois., 1982), aunque 
no está del todo claro si este descenso se debe a cambios en la densidad proteica de 

los ARs-p (se ha descrito que sube, baja o perm anece invariable), pero, parece claro el 
deterioro  del acoplam iento a la proteína Gs (Brodde y Leineweber, 2004), y por lo 
tan to  el deterioro en la actividad del receptor.

En nuestro  caso, los resultados indican que existe un descenso significativo en los 
niveles de ARNm para el AR-Pi en ventrículo izquierdo de ra tas  adultas de 16 
sem anas, coincidiendo con estudios tan to  en hum anos como en ratas en los que se 

observaba una dism inución en la densidad proteica, m ientras que el subtipo P2 

perm anecía invariable y probablem ente desacoplado de la proteína Gs sobre todo en 
edades muy avanzadas (White y cois., 1994; Cerbai y cois., 1995; Dobson y cois., 2003; 

Li y cois., 2009). El subtipo P3 es prácticam ente indetectable en el ventrículo 
izquierdo de ra tas WKY de 6 o 16 sem anas de edad. Este cambio observado para el AR 

Pi podría se r específico del corazón, pues no se observa en aorta y, aunque en riñón 
los niveles de expresión son ligeram ente m enores en ratas adultas, el cambio no llega 

a se r significativo. Apoyándo esta especificidad cardíaca en la dism inución del AR-Pi 
con la edad están  tam bién los resultados obtenidos con linfocitos hum anos en  el 
p resen te  trabajo y en corazón hum ano en otro  trabajo realizado en nuestro  

laboratorio. Cuando analizamos los niveles de expresión del AR-Pi en linfocitos 
circulantes, vemos que no existe una correlación con la edad del paciente m ientras 
que si existe una correlación inversa y estadísticam ente significativa entre la 

expresión de AR Pi en el ventrículo izquierdo hum ano y la edad del paciente. En este 
caso, y aunque trabajam os con ventrículos procedentes de corazones explantados de 
pacientes con insuficiencia cardiaca en fase term inal, que han sufrido cambios 

im portantes en la expresión de ARs-Pi debido a la patología (Bistrow y cois., 1982; 
Bistrow, 1993; Engelhardt y cois., 1996; Daaka y cois., 1997; Zhu y cois., 2001;
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Leinew eber y cois., 2005) se observa como la expresión de este AR dism inuye 
tam bién con la edad (resultados no publicados).

A pesar de esta  dism inución en la expresión génica del AR-Pi, no se observan 
diferencias significativas en la FC en tre  nuestras ratas jóvenes y adultas por lo que 
parece que el organism o tendría, al m enos en edades tem pranas, la capacidad de 
com pensar esta pérdida. En este sentido, parece que la GRK2 no jugaría un papel 

im portan te  en la regulación de la respuesta  cardíaca Pi-adrenérgica que se produce 
con la m aduración, ya que ni su actividad ni su expresión varían con la edad en el 
ventrículo izquierdo de ra tas WKY de 6 y 16 sem anas (en nuestro  caso) ni según 
o tros autores en edades m ás avanzadas (Xiao y cois., 1998; Leineweber y cois., 2003).

Por lo que respecta  a los ARs-ai a nivel cardiaco se sabe poco sobre cambios 
asociados a la edad, y lo poco que se sabe es, en algunos casos, contradictorio (Brodde 
y Leineweber, 2004). Por un lado se ha hablado de un aum ento del ARNm de los 

subtipos aiA y aiB, m ientras que se habla de un descenso de los niveles para el 

subtipo aiD, aunque de estos cambios ninguno de ellos fue significativo, y fueron 
estudiados en ra tas a p a rtir  de las 16 sem anas de edad y com parando con ratas 
senescentes en edades m uy avanzadas (25 m eses de edad) (Miller y cois., 1996). Por 

o tro  lado otros au tores han observado un descenso de los niveles de los A R s - c i i a  y  - 

aiD, perm aneciendo invariable la expresión del subtipo aiB (Cao y Li, 2009). A pesar 

de las discordancias respecto a los subtipos aiA y aiB, que en nuestro  caso aum enta y 
dism inuye respectivam ente con la edad, todos los estudios previos observan un 

descenso en la expresión del subtipo m inoritario aiD, lo que coincide tam bién con 

nuestros resultados. Este subtipo aiD, responsable de la contracción de la aorta  y la 
a rteria  coronaria (Gisbert y  cois., 2000; Ziani y cois., 2003; Chalothorn y cois., 2003; 
Jensen y cois., 2009a), y p resen te  tam bién en los cardiomiocitos aislados (resultados 

de nuestro  laboratorio) aunque m inoritario respecto al aiB, vemos que dism inuye con 
la m aduración en todos los territo rios estudiados (aorta, corazón y riñón), a 
diferencia de los otros subtipos que sufren cambios específicos o no cambian. Con 
nuestros resultados, no podem os concluir el significado fisiológico de esta 

dism inución generalizada en la expresión del subtipo aiD con la maduración, pero 
sería in teresan te analizar, en futuros trabajos, su trascendencia. En corazón, al igual 

que ocurre en riñón y a diferencia de la aorta, dism inuye la expresión del subtipo aiB, 

el subtipo a i  m ayoritario, lo que va acom pañado de un aum ento en los niveles de aiA,, 
tam bién p resen te  en ventrículo izquierdo aunque en m enor proporción (Jensen y 

cois., 2009a). Al parecer este subtipo aiA podría ten e r efectos cardioprotectores, tal y 
como sugieren varios autores, e in tervenir en el proceso de m aduración fisiológica del 
corazón (O'Connell y cois., 2003; Du y cois., 2004; Huang y cois., 2007; W oodcok y
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cois., 2008). Quedaría por d eterm inar la trascendencia fisiológica de los cambios en la 

expresión del subtipo aiB.

Poco se sabe sobre el efecto de los ARs en el riñón y sobre los cambios que en este 
se producen con la edad, mucho m enos en edades tem pranas. Lo que sí que parece es 

que con la edad, la densidad de los ARs-ai baja, sobre todo en edades avanzadas, 
paralelam ente a la bajada de la actividad vascular a nivel renal (Passm ore y cois,, 
2005). Otros autores han visto, aunque de forma no significativa, un descenso de la 

expresión del AR-Pi en riñón de ra tas senescentes com parado con ratas jóvenes de 8 
sem anas de edad (Fraeym an y cois., 2000). No se sabe nada sobre el papel de la GRK2 
en riñón y en cuanto a sus cambios con la edad únicam ente se ha observado un ligero 
aum ento en la expresión en ratas de 44 sem anas, m ás evidente en hem bras 
(Passm ore y cois., 2005). Con la edad, se producen cambios en el sistem a renina- 
angiotensina, que suelen ser m oderados en edades tem pranas (Thompson y cois., 
2000). Se sabe que la concentración plasm ática de renina perm anece constante 
durante el proceso de m aduración y comienza a bajar en edades avanzadas 
(envejecimiento), e incluso se ha visto una bajada de la actividad de renina en ra tas 
senescentes (Corman y Michel, 1986; Jover y cois., 1993). Por otro lado se ha visto 

que el AR-Pi está implicado en la liberación de renina (Osborn y cois., 1981). En esta 
línea, en ratas WKY de 16 sem anas hem os visto un pequeño descenso, aunque no 

significativo, de los niveles de ARNm del AR-Pi, algo que coincide con niveles 
norm ales de renina en esta edad. Si que hem os observado niveles significativamente 

m enores del ARNm para el AR-P3, receptor m inoritario y cuya función no está del 
todo clara en el riñón (Kim y cois., 2007), por lo que futuros estudios deberán aclarar 
su papel a nivel renal. Es in teresan te  señalar que en aorta  tam bién observábam os esta 
disminución que podría ser generalizada, aunque no tenem os la certeza al no poder 

determ inarla en ventrículo izquierdo, donde la expresión del AR-P3 es dem asiado baja 
para poder hacer un análisis com parativo fiable.

Por lo que se refiere a la GRK2, en nuestras ra tas adultas, aunque jóvenes si 
com param os con las analizadas en la literatura, hem os observado una dism inución de 
los niveles de ARNm, pero este aspecto así como el papel de la GRK2 a nivel renal, 
deberá se r estudiado con m ás detenim iento. Se ha descrito la posible participación de 
la GRK2 en la regulación de los canales epiteliales intercam biadores de Na* de los 
túbulos distales, de modo que un aum ento en la actividad de GRK2 estaría  
relacionado con una m ayor reabsorción de este electrolito (Dinudom y cois., 2004). 
Según nuestros resultados, la m enor expresión de la GRK2 observada en ratas de 16 
sem anas se traduciría  en una m enor reabsorción de Na+ y por tanto, en un aum ento
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de su excreción, aum ento que se sabe que se produce en las prim eras etapas del 
crecim iento (Boer y cois., 2005).

Por o tro lado se ha com entado tam bién la relación en tre  el AR-aiB y la regulación 
de los procesos de reabsorción tubular de Na+ (Guillery y cois., 1994; Elhawary y 
Pang, 1994), aunque las evidencias no son muchas. Según nuestros resultados, en los 

que se observa una m enor expresión del subtipo aiB podem os suponer que en ratas 
de 16 sem anas la excreción de Na+ sea m ayor que a las 6 sem anas en parte  al menos, 

por una m enor actividad del subtipo aiB.

Por otro lado, al igual que ocurría en los otros tejidos estudiados, se observa en 

este caso una disminución muy m arcada en la expresión del ARNm del subtipo aiD, 
uno de los responsables de la contracción de la a rteria  renal (Villalobos-Molina y cois., 
1997), coincidiendo esta bajada con la m enor actividad vascular a nivel renal 
com entada an teriorm ente (Passm ore y cois., 2005). Como consecuencia de este 

descenso en la expresión del subtipo aiD, cabe destacar un cambio en las 

proporciones relativas de los diferentes subtipos de ARs-ai, ya que en ratas jóvenes el 

subtipo m ayoritario era el AR-ciid m ientras que en ratas adultas encontram os como 

m ayoritario al subtipo aiB. La repercusión funcional de este cambio abre las puertas 

hacia el estudio en profundidad del papel fisiológico de los ARs-ai en el proceso de 
m aduración del riñón.

No se estudiaron los cambios relativos a la edad en linfocitos circulantes de ratas 
WKY por la dificultad para obtener una m uestra significativa en el grupo de ratas 
jóvenes. En linfocitos circulantes de voluntarios sanos y pacientes con diferentes 
patologías, como ya comentamos, no se encontró ningún tipo de relación en tre  los 
niveles de expresión de los diferentes genes analizados (ARs y GRKs) y los cambios en 
la edad de los sujetos.

En conclusión, hemos visto como en el proceso de m aduración com prendido 
en tre  las 6 y las 16 sem anas de vida de la ra ta  WKY, se produce una disminución 

generalizada de la expresión y actividad del subtipo cxid, responsable de la 
contracción de arterias principales como la aorta, las arterias coronarias o la arteria  
renal, coincidiendo con la m enor reactividad vascular que acom paña al increm ento de 

edad. Hemos observado tam bién una disminución en la expresión del AR-aiB en 
ventrículo izquierdo y riñón, tejidos en los que este subtipo es m ayoritario. La m enor 

expresión del AR-aiB y de la GRK2 observadas en riñón podrían estar asociadas a la 

m enor reabsorción de Na+ que se produce con la m aduración de dicho órgano. Se ha 

visto tam bién un aum ento significativo en la expresión del subtipo aiA en ventrículo
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izquierdo que podría estar relacionado con las propiedades cardioprotectoras que se 
atribuyen a dicho subtipo o por su relación directa con el proceso de crecim iento 
fisiológico del corazón.

3 Expresión de ARs y GRKs en linfocitos humanos 

Y RIESGO CARDIOVASCULAR

En el grupo de pacientes incluidos en el p resen te trabajo con diferentes 
patologías cardiovasculares, hem os cuantificado la expresión génica de ARs y GRKs en 
linfocitos circulantes a fin de analizar si se producen cambios en dicha expresión en 
función de la patología, si estos cambios se correlacionan con las variables clínicas 
que determ inan la patología y si en función de estos cambios, se puede considerar el 
linfocito como un biom arcador fácilmente accesible para  el seguim iento clínico del 
paciente. Pero adem ás de analizar los datos obtenidos con esta perspectiva, 
tra tarem os de ver, en el conjunto de la población estudiada, si existe alguna relación 
en tre  los niveles de ARNm para los seis ARs y las GRKs en linfocitos y el riesgo 
cardiovascular.

Según se ha com entado en la Revisión Bibliográfica de la p resen te Tesis Doctoral, 
las enferm edades cardiovasculares son la prim era causa de m uerte en todo el mundo. 
En España, y  según datos de defunciones del INE, de un to tal de 386.324 personas 
fallecidas en el año 2008, la principal causa de m uerte fueron los problem as 
cardiovasculares (31,7% de los fallecidos) seguida de los tum ores (26,9%) y los 
problem as respiratorios (11,4%). Si este análisis lo hacemos en función de la edad y 
el género, podem os rep resen tar la siguiente gráfica (Imagen 13).

En ella observam os como la m ortalidad a causa de problem as cardiovasculares 
durante el 2008 sigue una distribución m uy diferente en función del género y de la 
edad ya que, hasta los 79 años, el porcentaje de fallecimientos fue superio r en el 
grupo de hom bres pero, a p artir de los 80 años la relación se invierte. Esta 
observación, que se reproduce con pequeñas diferencias en años anteriores indica 
que existe un riesgo cardiovascular diferente en función del género y de la edad por lo 
que estas características diferenciales en tre  hom bres y m ujeres hacen que, el cálculo 
del riesgo se realice con una perspectiva de género (véanse tablas SCORE o REGICOR, 
entre otras; Graham y cois., 2007).
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E n  c o n j u n t o ,  s i  c o n s i d e r a m o s  l o s  d i s t i n t o s  f a c t o r e s  d e  r i e s g o  c a r d i o v a s c u l a r ,  

s a b e m o s  q u e  l a  e d a d  e s  e l  p r i n c i p a l  f a c t o r ,  p e r o  la  h i p e r t e n s i ó n  e s  la  s e g u n d a  c a u s a  

e n  i m p o r t a n c i a .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  o b e s i d a d ,  j u n t o  c o n  l a  i n t o l e r a n c i a  a  l a  g l u c o s a ,  

d i a b e t e s  y  l a s  a l t e r a c i o n e s  d e l  p e r f i l  l i p í d i c o ,  c o n f o r m a n  u n  g r u p o  d e  f a c t o r e s  

d e t e r m i n a n t e s  e n  la  a p a r i c i ó n  d e  p r o b l e m a s  c a r d i o v a s c u l a r e s  t a n t o  e n  h o m b r e s  c o m o  

e n  m u j e r e s .

M o r t a l i d a d  C a r d i o v a s c u l a r

■ mujeres ■ hombres
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Im agen  13. A nálisis de los p o rcen ta jes  de m u e rte  card io v ascu la r en función de la edad  y el 
g énero . Gráfica realizada utilizando los datos publicados por el INE (http://w w w .ine.es) en 2010.

A  la  v i s t a  d e  e s t a s  e v i d e n c i a s  c l í n i c a s ,  n o s  p l a n t e a m o s ,  e n  p r i m e r  l u g a r ,  r e a l i z a r  

u n  a n á l i s i s  d e  l a  e x p r e s i ó n  d e  l o s  A R s  y  l a s  G R K s  r e l a c i o n á n d o l o  c o n  l o s  f a c t o r e s  

i m p l i c a d o s  e n  e l  r i e s g o  c a r d i o v a s c u l a r  c o m o  e l  g é n e r o ,  la  e d a d ,  e l  IM C , l o s  p a r á m e t r o s  

d e t e r m i n a n t e s  d e  d i a b e t e s  o  i n t o l e r a n c i a  a  l a  g l u c o s a ,  y  l a  d i s l i p e m i a .  E n  e l  a p a r t a d o  

s i g u i e n t e  a b o r d a r e m o s  d e  f o r m a  m á s  e x t e n s a  e l  a n á l i s i s  d e  l a  h i p e r t e n s i ó n .

S i  c o n s i d e r a m o s  e l  g é n e r o  d e  l o s  p a c i e n t e s  i n c l u i d o s  e n  e l  e s t u d i o ,  v e m o s  q u e  n o  

s e  e n c o n t r a r o n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n  l a  e x p r e s i ó n  d e  l o s  A R s  y  l a s  G R K s  e n t r e  

h o m b r e s  y  m u j e r e s  e n  e l  t o t a l  d e  l a  p o b l a c i ó n .  T a l  c o m o  m u e s t r a  la  F i g u r a  2 6 ,  p á g i n a  

1 6 0 ) ,  e x i s t e  u n a  v a r i a b i l i d a d  g r a n d e  e n  la  e x p r e s i ó n  g é n i c a ,  p e r o  e s t a  v a r i a b i l i d a d  s e  

r e p r o d u c e  e n  e l  g r u p o  d e  h o m b r e s  y  e n  e l  d e  m u j e r e s  p o r  l o  q u e  n o  p a r e c e  s e r  e l  

g é n e r o  u n  f a c t o r  d e t e r m i n a n t e  d e  la  m i s m a .  P o r  e l l o ,  p o d e m o s  c o n c l u i r ,  q u e ,  d e  u n a

http://www.ine.es
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form a general, el sexo no condiciona una diferente expresión génica de los ARs y las 
GRKs en los linfocitos circulantes, por lo que los cambios observados van a  venir 
determ inados por otros factores. Esta observación no excluye que existan cambios en  
función del género en algún órgano o tejido concreto, pero  se tra ta ría  de cam bios 
específicos y no generalizables a todos los territorios.

Por lo que respecta  a la edad, ninguno de los genes cuantificados cam bia en 
función de la edad en linfocitos, ya que no se ha observado una correlación 
significativa en tre  la edad de los pacientes y la expresión de ARs y GRKs en estas 
células. Sin embargo, tal como hem os com entado anteriorm ente, si hem os observado 

una correlación inversa en tre  la edad y la expresión de ARs-Pi en ventrículo izquierdo 
hum ano (resultados obtenidos en nuestro  laboratorio) lo que indica que, por una 
parte, el linfocito no reflejaría los cambios que se producen en el corazón, al m enos en 
este caso, y por otra, que la falta de correlación entre la edad y la expresión en 
linfocitos no excluye la existencia de una correlación a o tro nivel, como es el caso del 
ventrículo izquierdo, que pueda ten er una m ayor trascendencia en la hom eostasis 
cardiovascular.

Es in teresan te destacar que, independientem ente de la edad de los pacientes, del 
género o de las patologías asociadas, si que se encontró una correlación inversa muy 
significativa en tre  los niveles de expresión de ARNm del AR-Pi y el peso, y en 
consecuencia, tam bién el IMC de los pacientes incluidos en el estudio. Ésta correlación 
se observó tan to  en hom bres como en m ujeres, de m anera que cuanto m ayor es el 

peso o el IMC, m enores son los niveles de ARNm del AR*Pi que se detectan  en los 
linfocitos circulantes. La existencia de una correlación inversa en tre  la expresión 

génica de ARs-Pi, en linfocitos circulantes y el IMC añade nuevos datos que 

confirm an el papel de los ARs-Pi en el control de la lipolisis y la term ogénesis 
(Lafontan y Berlan, 1993). Es bien conocido el papel de las catecolam inas en el 

control de la grasa corporal a través de los ARs-Pi, y -P3, que se expresan en los 

adipocitos (Ohshiro y cois., 2008). En hum anos, el agonista Pi-selectivo dobutam ina, 
produce un increm ento significativo de la lipólisis y  la term ogénesis que es bloqueado 

po r el antagonista pi-selectivo atenolol (Schiffelers y cois., 1999). Un aum ento en la 

actividad del AR-Pi se ha relacionado con el aum ento de la lipólisis en pacientes 

obesos som etidos a dietas hipocalóricas (Barbe y cois., 1997), con la pérdida de peso 
en pacientes con cáncer (Hyltander y cois., 2000), y con una inhibición de la secreción 
de leptina (Scriba y cois., 2000). A esto hay que añadir la relación encontrada entre 

ciertos polim orfism os del subtipo Pi y el aum ento en el IMC observado du ran te  un 
periodo de 15 años (Linne y cois., 2005) y el hecho de que la sobreexpresión de los 

ARs Pi, en adipocitos confiere resistencia a la obesidad (Soloveva y cois., 1997). Si
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tenem os en cuenta que los linfocitos circulantes podrían estar reflejando situaciones 
que ocu rran  en el resto  del organism o, nuestros resultados claram ente relacionan un 

aum ento  en la expresión génica del AR-Pi, con una pérdida de peso corporal. 

Probablem ente como consecuencia de este aum ento de expresión del subtipo Pi, se 

produzca un aum ento de actividad que, en células del tejido adiposo, podría estar 
induciendo la lipólisis y po r lo tan to  la pérdida de peso asociada. Estos resultados 

ab ren  las puertas a futuros estudios sobre el papel del AR-Pi en la obesidad y su 

tratam iento . El hecho de que el ARNm de los ARS-P3 no se haya detectado en 
cantidades significativas en los linfocitos circulantes no nos ha perm itido realizar un 
análisis sim ilar con este subtipo que tam bién tiene un papel im portante en la 
regulación de la lipólisis y la term ogénesis (Arch y cois., 1984).

No encontram os correlaciones significativas en tre  la expresión génica de los ARs 
y las GRKs en linfocitos hum anos circulantes y las variables determ inantes de 
diabetes o intolerancia a la glucosa (hem oglobina glicosilada, glucemia) o de 
dislipem ia (niveles de colesterol total, LDL, HDL, triglicéridos) por lo que no podem os 
establecer una relación en tre  ninguno de estos factores de riesgo cardiovascular y la 
expresión de ARs y GRKs en linfocitos.

4  D iferencias en la expresión y  funcionalidad de 

ARs y  GRKs con la Hipertensión

Tal como com entam os anteriorm ente, la hipertensión es uno de los principales 
factores de riesgo cardiovascular y está bien establecida la relación en tre  cifras 
elevadas de presión arteria l y  aparición de accidentes cardiovasculares. Aunque 
existen evidencias que relacionan la h ipertensión esencial con un increm ento del tono 
simpático, no se conoce bien la causa implicada en este increm ento que no está 
necesariam ente asociado a un aum ento en las catecolam inas circulantes. Mas bien, el 
aum ento de la resistencia vascular producido por este tono adrenérgico elevado 
podría se r la resultante de un desequilibrio en tre  los m ecanismos vasoconstrictores y 
vasodilatadores relacionados con cambios en la expresión y /o  funcionalidad de los 

ARs-ai que m edian la vasoconstricción y los ARs-p que m edian la vasodilatación, 
aunque tam bién puede atribu irse  este desequilibrio a cambios en las GRKs, las 
quinasas reguladoras de los ARs (Feldman y  Gros, 2006; Penela y cois., 2006).
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Tanto en los modelos de h ipertensión anim al como en la hum ana se ha observado 

una alteración generalizada de la vasodilatación m ediada po r los ARs-p (Borkowski y 
cois., 1992). Esta alteración se ha relacionado con un aum ento en la actividad de las 

GRKs, en concreto, la GRK2, que favorece el desacoplam iento del AR-p de su 

correspondiente proteína G (Feldman y Gros, 2006). Sin em bargo, no se ha evaluado 

en estos trabajos la posibilidad de que cambios en la expresión de los ARs-Pi, -P2 y -P3 

tam bién puedan esta r implicados en el proceso.

Por o tra  parte, los ARs-ai tam bién juegan un papel fundam ental en el control de 
la presión arterial a través de su actividad vasoconstrictora (Piascik y cois., 1995; 
Noguera y cois., 1996; Villalobos-Molina e Ibarra, 1996; Hrometz y cois., 1999; 
Gisbert y cois., 2000, 2003a). Es de destacar que uno de los cambios responsables del 
aum ento en la resistencia vascular característico de la hipertensión es precisam ente 

un m ayor papel funcional del AR-aiD (Villalobos-Molina y cois., 1999; Gisbert y cois., 
2002; Tanoue y cois., 2002a, 2002b; Ziani y cois., 2002; D'Ocon, 2003; Lyssand y cois., 
2008), pero el mecanismo responsable de este aum ento no ha sido elucidado.

Para analizar estas cuestiones, hem os estudiado los cambios en la expresión y 
funcionalidad de los ARs y la GRKs relacionados con la hipertensión en dos modelos 
anim ales adem ás de un modelo de hipertensión hum ana con el fin de evaluar que 
cambios preceden y cuáles acom pañan o no a la enferm edad, cuáles de ellos pueden 
se r responsables de la génesis y /o  m antenim iento de la h ipertensión y cuáles 
consecuencia de la misma, en qué m edida estos cambios observados en ratas 
hipertensas se observan en el se r hum ano y de qué m odo la expresión génica 
linfocitaria de estos genes puede reflejar o no la actividad de los ARs y las GRKs a lo 
largo del organismo, en relación o no con esta patología. En el caso de la hipertensión 
hum ana, el estudio incluye hom bres y m ujeres por lo que se analizarán los resultados 
en función del género.

Comenzaremos com entando los resultados obtenidos en los modelos animales de 
hipertensión. En este caso, elegimos como diana de nuestro  estudio las ratas 
espontáneam ente hipertensas (SHR) por se r una cepa de ra tas bien caracterizada po r 
reproducir la h ipertensión esencial hum ana, pero, adem ás, utilizam os ratas 
h ipertensas por disfunción endotelial, un modelo de hipertensión diferente, cuyo 
origen es la inhibición crónica de la síntesis de NO, pero que, desde el punto de vista 
hemodinámico, reproduce las alteraciones observadas en las ratas SHR y en la 
h ipertensión esencial hum ana como son las cifras elevadas de PA y la hipertrofia 
cardiaca, en tre  otras. De estos animales, utilizam os la aorta, el ventrículo izquierdo y 
el riñón, por ser tre s  de los órganos y tejidos implicados de form a directa en esta
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enferm edad, así como los linfocitos circulantes ya que en estas células hemos 
realizado tam bién el estudio en pacientes hipertensos.

4 . 1  C a m b i o s  o b s e r v a d o s  e n  a o r t a  d e  r a t a  h i p e r t e n s a

En aorta  de ratas SHR jóvenes, que aún no m anifiestan la hipertensión, el único 

cambio observado fue un aum ento en la expresión y en la funcionalidad del AR-|3i. 
Este cambio, precede po r tan to  al estado hipertensivo y podría es ta r implicado en el 
desarrollo de la hipertensión. Cuando com param os las ra tas SHR adultas, que ya 
m anifiestan la hipertensión, con sus correspondientes controles norm otensos (WKY), 
encontram os un aum ento generalizado en la expresión (ARNm y proteína) de los 6 
ARs y la GRK2. Resultados que, en parte, ya habían sido descritos previam ente por 
otros autores que habían observado un aum ento en la expresión de ARNm para los 

ARs-aiD (Godínez-Hernández y cois., 2006) y en aorta  de ra tas SHR (Mallem y 
cois., 2005).

La elevada expresión proteica de la GRK2 encontrada en aorta  de ra ta  hipertensa, 
confirma las evidencias encontradas en estudios previos tanto  en aorta como en 
linfocitos de ra ta  (Gros y cois., 2000) o en linfocitos de pacientes h ipertensos (Gros y 
cois., 1999). Sin embargo, a pesar del aum ento en la expresión proteica observado 
previam ente en aorta, en nuestros linfocitos de rata  SHR adulta, vemos como el 
ARNm de GRK2 no cambia, así como tam poco ninguna de las o tras GRKs analizadas, 
aunque la proteína podría esta r aum entada y probablem ente su actividad tam bién, tal 
y como indicaban estos m ism os autores (Gros y cois., 2000), los cuales no estudiaron 
la expresión génica de dichas enzimas.

El aumento en la expresión proteica de la GRK2 observado en ra tas adultas 
hipertensas, no se observó en las ratas jóvenes pre-hipertensas. Por lo tanto, este 
aumento podría ser un cambio adaptativo debido al aum ento de la expresión de los 
ARs y /c  al aum ento de la PAS. Esta últim a posibilidad no se susten ta  si tenem os en 
cuenta que, en ratones transgénicos con sobre-expresión selectiva de la GRK2 en 
células de músculo liso vascular, se observaba un aum ento de las cifras de PAS, 
sugiriendo una relación causal en tre  el aum ento de la expresión de la quinasa y el 
desarrollo de la h ipertensión (Eckhart y cois., 2002).

¿Qué consecuencias hemodinámicas tienen estos cambios? La anomalía 
hem odiiám ica básica de la h ipertensión es el increm ento de la resistencia vascular. 
Por lo tanto, un aum ento en los m ecanismos vasoconstrictores, debido a una m ayor
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expresión y funcionalidad de los ARs-ai, justificaría este increm ento de la resistencia 

vascular. Sin embargo, el increm ento vascular de la funcionalidad a i  podría! ser 

contrarrestado po r el aum ento en la expresión de los ARs-p, m ediadores d e  la 
vasodilatación. Además, la elevada expresión de GRK2 y el deterioro  del acoplam iento 
AR-proteína G asociado a ésta podrían ten e r im portantes implicaciones funcionales.

Se ha propuesto  que la GRK2 podría se r el factor responsable de la dism inución 

de la señal p-adrenérgica duran te  la h ipertensión (Feldm an y Gros, 2006; Penela y 

cois., 2006). No obstante, el AR-P3 es resisten te a la desensibilización homologa 
m ediada por GRK2 (Rozec y Gauthier, 2006). De acuerdo con esto, el increm ento en  la 

expresión del AR-Pi, observado en aortas de ratas pre-hipertensas, justificaría la 
m ayor potencia relajante de Isoprenalina observada en los estudios funcionales. En 
aortas de ratas adultas hipertensas, la situación sería m ás compleja: la m ayor 

expresión de los ARs-Pi y -P2, que favorecería la vasodilatación adrenérgica, podría 

estar con trarrestada por la elevación paralela de la GRK2; sin embargo, el AR-P3 

resiste  a la desensibilización m ediada po r GRK2 por lo que, en estas condiciones, el 
rol funcional de este subtipo podría es ta r aum entado con respecto a los otros dos. 
Nuestros estudios funcionales confirm an esta propuesta, ya que, en ao rta  de ratas 
adultas hipertensas, la m enor potencia de Isoprenalina (agonista con baja afinidad 

por el subtipo P3 (Strosberg, 1997)), y la m ayor potencia del SR58611A (agonista 

selectivo P3), junto con el increm ento en el porcentaje de sitios de alta afinidad para  

dicho agonista, sugieren un aum ento del rol funcional del subtipo P3 en  la 

hipertensión. Desde un punto de vista fisiopatológico, debido a que el AR-P3 tan  sólo 
puede ser estim ulado por dosis elevadas de catecolam inas (Strosberg, 1997), el 
predom inio funcional de este subtipo en aorta  de anim ales hipertensos determ ina un 

deterioro de los m ecanism os vasodilatadores m ediados por los ARs-p ya que tan  solo 
serían desencadenados por un estim ulo adrenérgico muy elevado.

Del mismo modo, los distintos subtipos de ARs-ai tam bién m uestran  diferencias 

en sus patrones de fosforilación e internalización por las GRKs: el AR-aiB (Chalothorn 
y cois., 2002) sufre una rápida en intensa desensibilización (Diviani y cois., 1996; 

García-Sainz y cois., 2000); el subtipo aiA m uestra un continuo reciclado en tre  la 
m em brana y el citosol que es independiente de la interacción con agonistas unas 
veces, pero otras veces se m uestra dependiente y por lo tan to  dependiente tam bién 
de la fosforilación y desensibilización previa por GRK2 (M orris y cois., 2004; Pediani y 

cois., 2005); y finalmente, el subtipo aiD que se encuentra localizado en el espacio 
intracelular (McCune y cois., 2000; Hague y cois., 2004) y que tiene m ayor afinidad 
por los agonistas (Minneman y cois., 1994; Marti y  cois., 2005), no m uestra una
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intem alización dependiente de agonista (McCune y cois., 2000) y perm anece activo 
incluso cuando el agonista ha desaparecido (Gisbert y cois., 2000, 2002, 2003a). De 

acuerdo con estas evidencias previas, el subtipo aiD no parece se r tan  sensible a la 

regulación m ediada por GRKs como podrían serlo los subtipos aiA y aiB, y por lo 
tanto, un aum ento en la expresión de GRK2 podría no ten er ninguna relevancia 

funcional en la actividad del A R - < x i d .  De este modo, debem os esperar un aum ento en 
la funcionalidad de este AR en aortas de ratas SHR hipertensas, a pesar del 

increm ento en la expresión de GRK2. Si consideram os que <x id  regula directam ente la 
PA m ediante la vasoconstricción (Tanoue y cois., 2002a, 2002b; Lyssand y cois., 
2008), la elevada funcionalidad de este subtipo en arterias de anim ales h ipertensos 
podría contribuir en gran m edida al aum ento en la PA observada en las ratas SHR 
adultas.

Los presen tes resultados unidos a observaciones previas de nuestro grupo de 
investigación tan to  en ao rta  como en arterias m esentéricas principal y  de resistencia 
(Gisbert y cois., 2002) confirm an esta propuesta. La elevada potencia que m uestra tan  

sólo el BMY7378, antagonista selectivo aiD, y no el 5-MU, antagonista selectivo aiA, 

indica un aum ento en el papel vasoconstrictor del AR-aiD en aorta  de ratas SHR 
hipertensas. La elevada funcionalidad de dicho subtipo tendría como consecuencia 
hemodinámica un aum ento en la potencia de fenilefrina en la aorta, debido a la 

elevada afinidad del subtipo <x id  por el agonista (Minneman y cois, 1994; Marti y cois.,
2005), lo que implica que los vasos de anim ales h ipertensos serían más sensibles al 

estimulo adrenérgico contráctil. Pero además, la m ayor funcionalidad del subtipo aiD 
también tendría  consecuencias en la cinética de la respuesta  vasoconstrictora. Tal y 
come confirm an nuestros resultados y los resultados previos de nuestro grupo de 
investigación, realizados no sólo en aortas sino tam bién en la arteria  m esentérica 
p rinapal y  en las a rterias m esentéricas de resistencia, cuando aum enta la 

funcionalidad del subtipo aiD se observa una recuperación más lenta del tono basal 
una vez eliminado el agonista del medio. Esto es debido a las características 
peculiares de este subtipo, capaz de perm anecer activo incluso cuando el estimulo ya 
ha desaparecido (Gisbert y cois., 2002, 2003a; Ziani y cois., 2002). Por lo tanto, las 

consecuencias de un aum ento en la funcionalidad de los ARs-aiD, serían una elevada 

sensibilidad al estim ulo ai-adrenérgico , unido a una recuperación del tono basal más 
lenta o prolongada una vez eliminado dicho estímulo, lo que podría determ inar el 
aumento del tono vascular adrenérgico observado duran te la hipertensión. Esto es 
especialmente relevante si consideram os que, tal y como sucede en aorta, un aum ento 

similar en el papel funcional del A R - o i i d  fue observado en arterias m esentéricas de 
resistencia de ratas SHR y  el tratam iento  con captopril, era  capaz de prevenir dicho 
aumento (Gisbert y cois., 2002).
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En resum en, nuestros resultados en aorta  torácica de rata, m uestran  claram ente 

como un aum ento en la expresión del AR-Pi precede al estado hipertensivo m ientras 

que un aum ento en la expresión de los tre s  subtipos de ARs-ai y  los tres subtipos de 

ARs-p, acom pañado de un aum ento en la expresión de la GRK2, ocurre  en la ao rta  una 
vez ha aparecido el estado hipertensivo. La elevada expresión de GRK2 deterio ra  los 

m ecanismos vasodilatadores m ediados por los ARs-Pi y -P2 y co n tra rresta  los 

m ecanismos vasoconstrictores m ediados po r aiA y aiB. Sin em bargo, este aum ento  no 

afecta de forma directa ni a la respuesta vasodilatadora m ediada por el AR-P3 ni a la 

respuesta  vasoconstrictora m ediada por el A R - c x i d ,  los dos subtipos m ayoritarios en 
aorta  de rata. Por lo tanto, el papel funcional de estos subtipos será  más evidente. 

Debido a que el AR-P3 es el m enos sensible y el AR-am el m ás sensible al estim ulo 
adrenérgico, las consecuencias hem odinám icas de estos cam bios serán dos: 1) un 
desequilibrio en tre  la sensibilidad ante el estim ulo adrenérgico vasoconstrictor, el 
cual se encuentra aum entado, y vasodilatador, que se encuentra dism inuido en los 
vasos de animales hipertensos; y 2) una cinética lenta de desaparición de la respuesta  
contráctil cuando el estim ulo adrenérgico desaparece, debido al increm ento en el 

papel del subtipo am . Estos resultados añaden nuevas perspectivas para  el manejo 

terapéutico de la enferm edad, sugiriendo que ni los antagonistas a i  no selectivos 

para  un subtipo determ inado, ni los antagonistas Pi o P1/P 2 selectivos, serían  la m ejor 
opción para  el tratam iento  de la hipertensión.

Los cambios observados podrían ser los responsables del elevado tono 
vasoconstrictor adrenérgico característico de la hipertensión, pero nos planteam os 
nuevas cuestiones respecto a su implicación en la génesis y m antenim iento de la 
hipertensión o si dichos cambios observados en la expresión y funcionalidad de los 
ARs y la GRK2, eran una consecuencia bien de las cifras elevadas de PA o incluso del 
daño vascular propios de la hipertensión

Para responder a esta cuestión, trabajam os con otro m odelo de h ipertensión  
animal, la h ipertensión inducida por tratam iento  crónico con L-NAME (LNHR), en el 
que se consigue un estado hipertensivo sim ilar al de las ra tas SHR tras  la inhibición 
duran te  4 sem anas de la producción de NO, elevándose así las cifras de PA p o r falta 
de la modulación ejercida po r este m etabolito (Gardiner y cois., 1990; Ribeiro y cois., 
1992). Como podem os observar, los valores correspondientes a PAS y a la razón peso 
corazón/peso corporal que mide la hipertrofia cardiaca, am bos obtenidos en el día 
del sacrificio de los animales, son sim ilares tan to  en el m odelo genético de ra ta  SHR, 
como en el modelo de h ipertensión inducida (rata  LNHR), igualando así, en el modelo 
de LNHR, las condiciones que tenía el modelo de h ipertensión genética an teriorm ente 
estudiado. Al igualar los estados hipertensivos, podem os asum ir que cualquier
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cambio encontrado, coincidente o no, en el modelo de hipertensión inducida, será 
consecuencia directa, bien del aum ento de las cifras de presión arterial o del 
deterioro  vascular propios de la hipertensión, o bien serán cambios producidos como 
respuesta  ante la inhibición crónica de la producción de NO; m ientras que aquellos 
cambios que únicam ente se observen en el modelo genético de hipertensión, estarán 
probablem ente, m ás relacionados con los m ecanism os causantes de la enfermedad.

Estudios previos habían visto que ni los ARs-ai ni los ARs-p vasculares o 
cardiacos parecían im plicados en la h ipertensión inducida por inhibición de la 
producción de NO (Pucci y cois., 1992; Manning y cois., 1993; Bank y cois., 1994), e 

incluso se había observado una bajada com pensatoria de la vasoconstricción a - 
adrenérgica en tre  o tros m ecanism os (Aleixandre y cois., 2001; López y cois., 2004). 
En nuestro caso, en ao rta  torácica de ra ta  LNHR hem os observado una regulación a la 

baja de la expresión génica de los A R s - c h a  y - P 2,  y de la GRK2. Estos cambios a nivel de 
ARNm se correlacionan con cambios en la expresión proteica únicam ente para el AR- 

otiA y para la GRK2. No ocurre lo mismo en el caso del AR-P2, porque a pesar de 
observar una dism inución en la expresión génica, encontram os niveles mayores de 
proteína lo que sugiere la existencia de una regulación post-transcripcional. En esta 
línea tam bién hem os observado una disminución significativa de la expresión 

proteica del AR-Pi sin cambios previos a nivel.de ARNm. Los cambios en la expresión 
proteica fueron evidenciados con pruebas funcionales en las que pudim os observar 
dos fenómenos, por un lado una disminución en la potencia de fenilefrina, agonista 

selectivo ai-adrenérgico , que indica una disminución de la capacidad contráctil de la 

aorta, probablem ente debido a la regulación a la baja que sufre el A R - c i i a ;  

acom pañado de un aum ento  en la potencia de los agonistas Isoprenalina (agonista 

P1/P 2) y Salbutamol (agonista selectivo P2), indicando un aum ento en la actividad p- 
adrenérgica vascular que podría deberse al aum ento en la expresión proteica del AR- 

P2, unido a la dism inución de la GRK2, principal quinasa encargada de la 

desensibilización de la señal p-adrenérgica (Bünemann y cois., 1999). Por otro lado se 
ha relacionado la actividad GRK2 con la inhibición de la eNOS en un modelo de 
hipertensión portal (Liu y cois., 2005). Nuestros resultados sugieren una relación 
en tre  am bas enzim as tal y como proponían estos autores y la disminución en la 
expresión de la GRK2 podría ser un mecanismo com pensador para  m ejorar la 
producción de NO previam ente inhibida por el L-NAME. En este mismo sentido 

podría in terp re tarse  el aum ento en la funcionalidad del AR-P2, relacionado con la 
actividad descrita a nivel endotelial para  este subtipo (Cray y Marshall, 1992; Ferro y 
cois., 1999), y que podría suponer una forma de com pensar la falta de la actividad 
vasodilatadora m ediada po r NO en este modelo de hipertensión.
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Tal y como se había observado por otros autores, la adm inistración prolongada 
de dosis elevadas de L-NAME, equiparable a nuestro tratam iento, producía adem ás de 
hipertensión (que tam bién se observa tra s  la adm inistración de dosis inferiores), un 
deterioro generalizado de la respuesta  contráctil vascular (Aleixandre y cois., 2001; 
López y cois., 2004). En nuestro  caso, observam os una m enor capacidad contráctil de 
la aorta  procedente de ratas hipertensas, bien las tra tadas con L-NAME como las SHR, 
que m uestran  una contracción máxima de m enor m agnitud independientem ente del 
agente contráctil utilizado. Por ello, podem os suponer que el deterioro observado es 
una consecuencia de la hipertensión.

Por todo lo anterio rm ente expuesto, podem os resum ir los principales resultados 
a nivel vascular indicando que, ante la falta de vasodilatación m ediada por NO, 
característica de éste modelo de hipertensión inducida, el organismo tra ta ría  de 

com pensarlo de tres m aneras: 1) tra tando  de dism inuir la contracción a i-  
adrenérgica; 2) tra tando  de aum entar los m ecanism os relacionados con la 

vasodilatación p-adrenérgica, dism inuyendo la expresión de la quinasa GRK2, en un 
intento p o r favorecer los procesos de vasodilatación al evitar la desensibilización de 
los ARs-P; y 3) tra tando  de restab lecer la producción de NO al dism inuir la inhibición 
de la eNOS que GRK2 podría estar ejerciendo en arterias. Todo apunta a un intento de 
m ecanismo com pensatorio que tra ta ría  de recuperar el equilibrio perdido p o r la falta 
de NO, poniendo en evidencia una vez más la enorm e im portancia del NO en la 
regulación de la hom eostasis vascular (Vallance y cois., 1989; Moneada y cois., 1991; 
Moneada y  Higgs, 2006).

4 . 2  C a m b i o s  o b s e r v a d o s  e n  c o r a z ó n  y  r i ñ ó n  d e  r a t a

HIPERTENSA

Cuando analizamos los cambios que se producen en la expresión de ARs y GRKs 
en corazón y riñón, encontram os que no siguen un patrón sem ejante en tre  ellos ni 
sem ejante a los que observam os en aorta  luego el cambio que se produce en la 
hipertensión no es generalizado en todos los órganos o tejidos implicados en la 
hom eostasis cardiovascular, sino específico de cada uno de ellos.

En las ra tas SHR pre-hipertensas se observa en ventrículo izquierdo un único 
cambio significativo en la expresión de los ARs, una disminución en los niveles de 

ARNm del subtipo aiD que comienza en edades tem pranas y  que se m antiene en ra tas 
adultas SHR de 16 sem anas. Este cambio se observa tam bién en riñón de ratas de 6
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sem anas y, al igual que ocurre en corazón, persiste  cuando la ra ta  ya se encuentra en 
estado hipertensivo por lo que podría estar implicado en la génesis de la h ipertensión 
e incluso en su desarrollo y m antenim iento. Sin embargo, en el riñón de la rata pre- 

h ipertensa, adem ás de la disminución del subtipo aiD encontram os un aum ento del 

subtipo aiB y una disminución del subtipo aiA.

Tal y como hem os mencionado anteriorm ente, parece que el subtipo aiD ejerce su 
principal papel regulador en el corazón controlando la contracción de la arteria  
coronaria (Chalothorn y cois., 2003; Jensen y cois., 2009a), aunque nuestros 
resultados en cardiomiocitos aislados dem uestran  tam bién su presencia en este tipo 
celular (Pérez-Aso, 2010), pero se desconoce la implicación funcional de este cambio 
en el cardiomiocito. Una de las posibles consecuencias funcionales de la disminución 
en la expresión de este subtipo en las m uestras de ventrículo izquierdo podría se r la 
m ayor irrigación cardiaca del corazón. No se han observado cambios significativos en 
el resto  de ARs estudiados, coincidiendo con la m ayoría de estudios que no han 
apreciado cambios funcionales en la h ipertensión (Takata y Kato, 1996). En lo que 
respecta a la GRK2 únicam ente se ha observado un ligero aum ento no significativo 

que podría es ta r relacionado con el inicio del deterioro p-adrenérgico del corazón que 
se observa en corazones hipertrofiados por la continua sobrecarga sufrida a causa del 
aum ento de la PA (Bohm y cois., 1992; Castellano y cois., 1993; Choi y cois., 1997). 
Este aum ento de la expresión y la actividad de GRK2, está relacionado, en estadios 
más avanzados de la enferm edad, con la transición del corazón hipertrofiado por 
sobrecarga de PA hacia el corazón insuficiente (Andreson y cois., 1999).

En lo que se refiere al riñón, un órgano tradicionalm ente estudiado por su 
im portante implicación en el desarrollo y m antenim iento de la h ipertensión arterial, 
vemos que el abanico de cambios observados en las ratas pre-hipertensas es mayor. 
Se sabe que en edades tem pranas, previas al desarrollo de la enferm edad, se produce 
una disminución de la excreción de Na+ debido al aum ento de los procesos de 
reabsorción tubular. Se ha visto que este aum ento está m ediado en parte  por la 

estim ulación del AR-aiB en ratas SHR jóvenes o pre-hipertensas, proponiéndose este 
m ecanismo como el inicio de la enferm edad (Michel y cois., 1989a, 1989b; Elhawary y 
Pang, 1994; Gesek, 1999). Nuestros resultados, en los que observam os precisam ente 
un aum ento en la expresión de este subtipo en riñón, pero no en o tros tejidos, 
corroborarían  esta hipótesis. Por otro lado algunos autores han dem ostrado un 

aum ento en la densidad proteica de los ARs-ai en riñones de ra tas SHR de diferentes 

edades (Takata y Kato, 1996). Coincidiendo con ellos, observam os un aum ento 
significativo en los niveles de ARNm del subtipo m ayoritario a nivel renal, 

acom pañado por una disminución de los subtipos m inoritarios, a iD  y a iA , subtipos
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que controlan la contracción de las arterias renales (Elhawary y cois., 1992; 
Villalobos-Molina y cois., 1997). Podem os in te rp re ta r estos cambios como una 
respuesta pro tectora  del riñón, facilitando de este modo el flujo renal. La disminución 
de las resistencias vasculares renales que sería la consecuencia funcional del cambio, 
favorecería una m enor presión de filtrado que aum entaría la retención de electrolitos, 

m ediada por el subtipo aiB e implicada en el aum ento sistémico de la PA. El papel 

exacto de los A R s - c i i a  y - a i D  a nivel renal en la génesis o m antenim iento de la 
hipertensión está  po r aclarar. No se han observado otros cambios previos a la 
enferm edad, coincidiendo con la m ayor p arte  de la literatura (Takata y Kato, 1996).

De la misma m anera que se proponía al A R - c x i b  como responsable del inicio de la 
hipertensión (Michel y cois., 1989a, 1989b; Elhawary y Pang, 1994; Gesek, 1999), los 
mismos autores proponen que el m antenim iento de la enferm edad, en edades más 
avanzadas, sería función del AR-<X2, norm alizándose así la actividad del subtipo ohb 

(Gesek, 1999). En nuestro  caso, en ra tas adultas hipertensas de 16 sem anas aún 

seguimos encontrado niveles elevados de ARNm del subtipo aiB. Lo mismo ocurre 

con el subtipo aiD que sigue disminuido en la ra ta  adulta, m ientras que el ARNm del 

subtipo aiA se encuentra en niveles sim ilares respecto a los niveles observados en la 
ra ta  WKY de su m ism a edad. No se han observado cambios significativos en la 

expresión de los diferentes subtipos de ARs-p y la GRK2 en riñones de ratas SHR 
adultas, coincidiendo con trabajos que apuntan  que no hay cambios a nivel de 
expresión (Takata y Kato, 1996) pero tam poco a nivel funcional (Michel y cois., 1993).

¿Se reproducen estos cambios en el otro modelo de hipertensión? En el ventrículo 
izquierdo de ra ta  LNHR observam os varios cambios respecto a sus controles W istar 

pero sólo la dism inución de la expresión génica del subtipo <xid reproduce lo 
observado en ra tas SHR, apoyando la hipótesis lanzada anteriorm ente en la que 
proponíam os que, teniendo en cuenta que este subtipo es el responsable de la 
contracción de la arteria  coronaria (Chalothorn y cois., 2003; Jensen y cois., 2009a), 
aunque tam bién se encuentra p resen te en el cardiomiocito (Pérez-Aso, 2010), dicha 
bajada podría establecerse como m ecanism o protector del corazón facilitando, entre 
otras cosas, su irrigación.

Otros cambios observados en el ventrículo izquierdo fueron los aum entos 

significativos en la expresión de los ARs-Pi y -P2, y de la quinasa GRK2 que no se han 
descrito hasta el m om ento y de los que desconocem os su trascendencia funcional 
aunque podrían esta r relacionados con la hipertrofia cardiaca (Bohm y cois., 1992; 
Castellano y cois., 1993; Eckhart y cois., 2002) por distintos mecanismos: por un lado 

la activación del AR-Pi facilitaría la vía de la CaMKII implicada en el desarrollo
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inadecuado del corazón (Morisco y cois., 2001); por otro lado una estimulación m ayor 

de la vía prom overía el aum ento de actividad GRK2, que como hem os visto está 
d irectam ente relacionada con la hipertrofia y con el deterioro de la función cardiaca 
(Choi y cois., 1997; Eckhart y cois., 2002). Además, se podría estar favoreciendo el 

acoplam iento del AR-02 a la vía de la proteína G j/o/NO /G M Pc, al igual que ocurre en 
arterias (Mallem y cois., 2005), y por lo tanto  provocando como consecuencia la 
activación de la vía de las MAPK que favorecería el crecimiento del corazón (Xiao y 
cois., 2004,2006).

La hipertrofia cardiaca descrita en este modelo acom paña al aum ento de PA, o lo 
que es lo mismo, cuanto mayores cifras de PA arterial se alcancen tras tratam iento 
crónico con L-NAME, m ayor será la hipertrofia cardiaca (Arnal y cois., 1993; 
Pechanova y cois., 1997), tal y como ocurre en nuestro  caso (Figura 1C, página 124).

Algunos autores sugieren que dicha hipertrofia vendría a su vez acom pañada de 
una m ayor actividad de renina plasm ática (Arnal y  cois., 1993), pero no se conocen 
los m ecanismos concretos. En este sentido, en el riñón, observam os un aum ento en la 
expresión de ARs-Pi y -P2 y de GRK2 sim ilar al que aparece en ventrículo izquierdo. 

Se sabe que los ARs-Pi y -P2, pero no el -P3, están  implicados en la liberación de renina 
(Kim y  cois., 2007). Por lo tanto  el aum ento observado en la expresión del ARNm para 
am bos ARs podría estar relacionado con una m ayor liberación de renina (Zanchi y 
cois., 1993), en parte  responsable de la hipertensión generada en la ra ta  LNHR, tal y 
como indica la reducción parcial de las cifras de PA tras el tratam iento  con 
inhibidores del sistem a Renina-Angiotensina (Ribeiro y cois., 1992; Pechanova y cois., 
1997; Takemoto y cois., 1997). El aum ento de renina podría se r responsable de la 
hipertrofia cardiaca, si tenem os en cuenta que, como hem os comentado, una m ayor 
actividad plasmática de renina se asocia a este fenómeno en dicho modelo (Arnal y 
cois., 1993) y que tras el tratam iento  con IECAs, como el Captopril, se observa una 
regresión de la hipertrofia que no está relacionado ni con la recuperación de los 
niveles de NO ni con el aum ento del GMPc en este modelo de hipertensión (Takemoto 
y cois., 1997; Bernatova y cois., 1999, 2000).

El aum ento de la expresión de GRK2 a nivel renal podría estar relacionado con 
una m ayor reabsorción de Na+ y por lo tanto una m enor tasa de filtración, 
característica de este modelo de hipertensión (Ribeiro y cois., 1992; Dinudom y cois., 
2004).

Por o tra parte, al igual que ocurría en ratas SHR, vemos en riñón de ratas LNHR 

un aum ento significativo de los niveles de ARNm del AR-aiB, algo que estaría en
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concordancia con los trabajos que aseguran que dicho subtipo tiene un papel 

im portante en el inicio de la hipertensión (Michel y cois., 1989a, 1989b; Gesek, 1999) 
y  explicaría tam bién la m enor tasa de filtración glom erular observada en este modelo 
(Ribeiro y cois., 1992; Baylis y cois., 1992), que podría estar en concordancia con los 

estudios que establecen una relación del AR-aiB con los procesos de reabsorción de 
electrolitos (Elhawary y Pang, 1994).

Y, a diferencia del riñón de ra tas SHR, se observa en las LNHR un aum ento en la 

expresión del subtipo aiD, principal responsable de la regulación de la contracción de 
la arteria  renal (Villalobos-Molina y cois., 1997), algo que coincidiría con resultados 
previos que indican un m enor flujo renal y un aum ento en las resistencias vasculares 
renales, debido a una m ayor contracción de la vasculatura renal en ratas LNHR 
(Ribeiro y cois., 1992; Baylis y cois., 1992).

De modo que, la inhibición de la producción de NO tendría  como consecuencia 

en tre  otras, la sobre-expresión del AR-Pi renal, responsable de un  aum ento en la 
secreción de renina plasm ática que adem ás de favorecer la h ipertensión por 
retención de electrolitos y líquidos, tam bién sería responsable de los cambios 
estructurales típicos como la h ipertrofia cardiaca. El aum ento de GRK2 podría ir 

acom pañando al aum ento del AR-P2, ya que esta  enzim a es su principal reguladora. 
En este aspecto el aum ento de la expresión de GRK2 tam bién podría estar 
relacionado, al igual que ocurría para  el A R - < x i b ,  con una m ayor reabsorción de Na+ y 
por lo tanto una m enor tasa  de filtración, característico de este modelo de 
hipertensión (Ribeiro y cois., 1992; Dinudom y cois., 2004).

4 . 3  C a m b i o s  o b s e r v a d o s  e n  l i n f o c i t o s  c i r c u l a n t e s

Habiendo analizado los cambios en la expresión y funcionalidad de los ARs y la 
GRK2 en vasos corazón y riñón, en dos m odelos animales de hipertensión, nos 
planteam os extrapolar estos resultados a la hipertensión hum ana. Para ello, 
necesitábam os analizar la expresión de estos m ism os genes en una m uestra  accesible 
y  poco cruenta por lo que, como hem os com entado en el apartado  de Revisión 
Bibliográfica, seleccionamos los linfocitos circulantes, po r haber sido descritos como 
biom arcadores de otros tejidos como corazón y vasos (Michel y cois., 1986; Feldman, 
1987; Brodde y cois., 1989; Ricci y cois., 1999; Gros y cois., 1997, 2000; Tayebati y 
cois., 2000; Veglio y  cois., 2001; Dzimiri y cois., 2002; Oyama y cois., 2005; Hata y 
cois., 2006; Cohn y cois., 2009). Planteam os nuestro  estudio trabajando con linfocitos



D ife re n c ia s  e n  la  e x p r e s ió n  y  fu n c io n a l id a d  d e  A R s y  G RKs c o n  la  H ip e r te n s ió n

de ra tas  h ipertensas SHR y tam bién con linfocitos humanos, procedentes de pacientes 
control o hipertensos.

Con el objetivo de ver si los cambios observados en los diferentes tejidos de ratas 
adultas h ipertensas SHR se reflejaban en los linfocitos circulantes, tal y como sugieren 
m uchos au tores (Brodde y cois., 1986; Dzimiri y  cois., 2002; Yu y cois., 2007), hemos 

analizado los niveles de ARNm para los ARs-Pi y -P2, adem ás de para las tres GRKs 
(GRK2, GRK3 y GRK5) detectadas en este tipo celular. No fue posible detectar el AR- 

P3, ni ninguno de los subtipos de ARs-ai en linfocitos de rata, aunque si los 

encontram os m uy poco expresados, en linfocitos humanos, donde aiA y P3 fueron 
prácticam ente indetectables.

Nunca hasta  ahora se habían estudiado cambios en la expresión de los ARs-p en 
linfocitos de ra ta  SHR con la hipertensión. Nosotros no hem os observado cambios 

im portantes salvo una disminución en la expresión del subtipo Pi. Nuestros 
resultados no coinciden con estudios previos que m uestran un increm ento en la 

densidad del AR-p en linfocitos, con la salvedad de que estos estudios fueron 
realizados en hum anos (Brodde y cois., 1985b; Parfyonova y cois., 1988; Bono y cois., 
1995; Yu y cois., 2007). Por otro lado, como ya hemos mencionado, otros autores 
habían encontrado un deterioro en la actividad p-adrenérgica que atribuyen 
únicam ente a un aum ento en la expresión proteica y en la actividad de la GRK2, tanto 
en linfocitos de ra tas (Gros y cois., 2000) como de pacientes hipertensos (Gros y cois., 

1999), pero  no determ inan si hay cambio en la expresión de los ARs-p. Es de señalar 
que, a pesar de la m ayor expresión proteica de GRK2, estos autores no encontraron 
cambios en su expresión génica. Nuestros resultados concuerdan en este aspecto y no 
m uestran  ningún cambio significativo en los niveles de ARNm de las tres GRKs en 
linfocitos de ra ta  SHR adulta, pero tam poco en los pacientes hipertensos (tratados o 

no). El resultado final sería que la funcionalidad p-adrenérgica del linfocito durante la 
h ipertensión podría estar deteriorada por el aum ento en la expresión y actividad de 
la GRK2, del mismo modo que describíam os en aorta de ra ta  adulta SHR, y tam bién 

p o r la dism inución en la expresión de los ARs-Pi tal y cómo nuestros resultados 

ponen de manifiesto.

El papel exacto de cada subtipo de ARs-p en el linfocito, y su relación con la 

actividad propia de la célula durante la h ipertensión deberá ser analizado a fondo en 
futuros trabajos pero, nuestros resultados indican que los cambios que se producen 
en linfocitos de ra tas SHR no reflejan los cambios observados en los otros territorios 
estudiados luego son propios del linfocito y contradicen trabajos anteriores en los 
que encuentran cambios sem ejantes en corazón o aorta y linfocitos (Gros y cois.,
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2000; Oyama y cois., 2005). Para tra ta r  de explicar esta contradicción debem os 

considerar un posible sesgo en los resultados que vendría determ inado p o r 
diferencias a otros niveles como por ejemplo, en el nivel de catecolam inas circulantes. 
Cuando se produce un aum ento en las catecolam inas circulantes, la m ayor activación 
adrenérgica que producen puede d ar lugar a un increm ento en la actividad de los 
mecanism os m oduladores, como la m ayor expresión de las GRKs encargadas d e  la 
internalización de los ARs. En este caso, si podríam os encon trar un aum ento  
generalizado en la expresión proteica y en la actividad de las GRKs y encontraríam os 
cambios paralelos en linfocitos y otros órganos o tejidos, pudiendo considerar al 
linfocito como un biom arcador de estos cambios (Attramadal, 2009). Pero en o tras 
ocasiones, un determ inado estado patológico puede generar un cambio puntual en  un 
órgano, que puede no estar reflejado en los linfocitos. Pensam os que esto ocurre  en 
los anim ales SHR de 16 sem anas, que ya m anifiestan cifras elevadas de hipertensión 
arterial e hipertrofia cardiaca pero que, dada la reciente aparición de los signos 
característicos de la patología, todavía no m anifiestan unos m ecanismos generales en 
todos los órganos o tejidos involucrados en la hom eostasis cardiovascular. En este  
caso, vemos que aparecen cambios específicos en la expresión de ARs y GRK2 en cada 
territorio , y solo cuando la progresión de la enferm edad condujera a una elevación en 
las catecolaminas circulantes, o a otros mecanism os com pensadores generales, 
esperaríam os encontrar correlación de los cambios en tre  los tejidos y los linfocitos.

Con esta perspectiva, analizamos los cambios en la expresión de ARs y GRKs en 
linfocitos hum anos procedentes de pacientes con diferentes grados de h ipertensión  
adem ás de m uestras obtenidas de voluntarios sanos. Como hem os com entado 

an teriorm ente el subtipo m ayoritario en linfocitos hum anos es el AR-P2, seguido de 

cerca por el subtipo P i ,  y de lejos po r los A R s - < x i b  y - a i D ,  que se expresan en  
proporción similar.

¿Qué cambios se observan en la expresión génica linfocitaria durante la 
hipertensión en el ser humano? Nuestros resultados indican que aparece un pequeño 

aum ento no significativo en los niveles de ARNm del AR-Pi en linfocitos de pacientes 
con hipertensión clínica aislada, y un aum ento más m arcado y significativo en 
aquellos pacientes con hipertensión. Cabe destacar que este aum ento fue atenuado en 
pacientes h ipertensos que recibían tratam iento  con IECAS o ARAII, sugiriendo que la 
inhibición del sistem a renina-angiotensina, de una form a directa o indirecta, regularía 

la expresión del AR-Pi.

No se observó un cambio estadísticam ente significativo en los niveles de ARNm 

del AR-P2 en el grupo de pacientes hipertensos, lo que contrasta con estudios previos
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que m uestran  un increm ento en la densidad de dicho subtipo (Brodde y cois., 1985; 
Parfyonova y cois., 1988; Bono y cois., 1995). Esta aparente discrepancia respecto a 
los resultados hum anos podría deberse al hecho de que algunos au tores asum ían que 

el AR-0 2  era el único subtipo p resen te en linfocitos y usaban radioligandos no 
selectivos para  cuantificar dichos receptores, por lo que en sus resultados observan 

un aum ento de AR-p que in terp re tan  como correspondiente al subtipo P2, pero que 
nosotros, que hem os diferenciado en tre  am bos subtipos, vem os que corresponde al

Pi.

Relacionado tam bién con los cambios observados en riñón de ra ta  pre- 
hipertensa, en linfocitos de pacientes hipertensos hem os observado un aum ento 

significativo de los niveles de ARNm del A R - o i i b ,  que podría reflejar cambios 
generales a o tros niveles como riñón o vasos. Este aspecto no lo hemos podido 

com probar en linfocitos de ra ta  por no detectar el ARNm del AR-aiB en cantidad 
suficiente para  su valoración comparativa.

Por o tra  parte, un aum ento en la expresión proteica de GRK2 en linfocitos, que no 
está relacionada con un increm ento de los niveles de ARNm para  esta quinasa, ha sido 
descrito en modelos hum anos de hipertensión (Gros y cois., 1999). Nuestros 
resultados confirm an esta observación, ya que no hem os encontrado cambios 
significativos en los niveles de ARNm de GRK2 en linfocitos de pacientes hipertensos. 
En cuanto a los niveles de ARNm de las o tras GRKs estudiadas, no encontram os 
ningún cambio significativo, tan  sólo un ligero descenso en los niveles de GRK3 
acom pañado de un aum ento, no significativo, de los niveles de ARNm de GRK5, ambos 
observados en el grupo de pacientes hipertensos. Dado que los sujetos incluidos en 
nuestro  estudio se encontraban clasificados como hipertensos de grado 1 (leve), será 
necesario realizar más estudios para analizar si estos ligeros cambios se convierten o 
no en cambios m ás pronunciados, en pacientes con hipertensión esencial grave.

Como hem os com entado anteriorm ente, en determ inadas circunstancias, las 

alteraciones en los niveles de ARNm del los ARs-ai y  -p en linfocitos circulantes 
podrían  esta r reflejando los mismos cambios en los niveles de ARNm en corazón y 
vasos de pacientes hipertensos y el linfocito podría ser utilizado como un 
biom arcador de estos cambios (Brodde y cois., 1986; Ricci y cois., 1999; Tayebati y 
cois., 2000; Dzimiri y cois., 2002; Yu y cois., 2007). De se r así, las variables clínicas 
características del estado hipertensivo y dependientes de la expresión de los ARs en 
corazón, vasos y riñón, deberían estar relacionadas con los niveles de ARNm 
observados en los linfocitos de nuestra población en estudio. Basándonos en esta 
prem isa, hem os analizado la posible correlación en tre  la expresión de los ARs en
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linfocitos y las diferentes variables clínicas determ inadas en cada paciente. Las 
características de los pacientes incluidos en el p resen te trabajo  perm iten su 
evaluación, ya que todos fueron relativam ente jóvenes, m ostraban valores norm ales 
de los parám etros bioquímicos determ inados y no sufrían patologías concom itantes, 
lo que nos perm ite descartar factores de confusión. Además, se encuentran  en un 
estadio de la hipertensión en el que todavía no se ha producido un aum ento en las 
catecolaminas circulantes, tal como se observa en la Tabla XVIII, por lo que las 
correlaciones que observem os no vendrán determ inadas por los cambios que este 
aum ento podría producir en los pacientes.

Un aspecto im portante a considerar al establecer la correlación en tre  los niveles 
de ARNm para  los ARs y las variables clínicas es el género. La m ujer al igual que el 
hom bre con la edad experim enta un aum ento significativo de las cifras m edias de la 
presión arterial, y por ello, tam bién aum enta el núm ero de m ujeres con hipertensión 
arterial. Sin embargo, hasta la quinta década de la vida y correspondiendo con el 
inicio de la m enopausia, la prevalencia de h ipertensión arterial es significativamente 
m enor en la m ujer que en el varón. Esta relación se invierte a p a rtir de dicho 
m om ento encontrando m ayor prevalencia de HTA en la m ujer que en el hom bre a 
p a rtir  de los 50 años. Vemos como, en esta  evolución, tam bién se observa un esquem a 
sim ilar al que encontrábam os al analizar la m ortalidad cardiovascular en función de 
la edad y el género, luego podría se r la diferente epidemiología de la hipertensión la 
que m arcase la distinta sensibilidad de hom bres y m ujeres al riesgo cardiovascular. 
Por ello, nos ha parecido in teresan te realizar el análisis de la correlación en función 
del género, para determ inar si existen diferencias que justifiquen el perfil 
epidemiológico característico de hom bres y m ujeres hipertensos.

Con esta perspectiva de género, al analizar los niveles de expresión de ARNm del 

AR-aiB, ya encontram os una diferencia que es in teresan te señalar. Observamos una 

correlación positiva en tre  las cifras de PAS y los A R s - c x i b  en linfocitos circulantes 
hum anos en el to tal de la población estudiada, y tam bién en el grupo de hom bres, 
pero no se observa esta misma correlación en las mujeres. Esta relación en tre  la 

expresión del AR-aiB en linfocitos hum anos y las cifras de PAS corrobora la hipótesis 

p lanteada en la presen te  tesis doctoral, sobre la im portancia del A R - o i i b  en la 

hipertensión, hipótesis apoyada tam bién por o tros autores (Michel y cois., 1989a, 
1989b; Gesek, 1999). Tal y como vimos en ratas pre-hipertensas, la expresión de 
dicho subtipo a nivel renal se encuentra elevada en animales SHR prehipertensos e 
hipertensos, adem ás de en ratas con hipertensión inducida po r L-NAME, y 
probablem ente sea responsable de una m ayor retención de electrolitos, líquidos y por 
lo tanto  del increm ento de PA que podría m arcar el inicio de la enferm edad
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(Elhawary y Pang, 1994; Gesek, 1999]. En nuestro  caso, los pacientes incluidos en el 
estudio tam bién se encuentran en un estadio inicial de la patología, pues se 
encuadran en el grupo de hipertensión leve-moderada, sin o tras patologías 
concom itantes y  sin alteración de órganos diana, por lo que podrían ser equiparables 
a la h ipertensión que presen tan  los anim ales de experim entación utilizados. Dada la 

correlación observada en tre  la expresión de los ARs-aiB en linfocitos y las cifras de 
PA, pensam os que los niveles de ARNm en linfocitos reflejan un mecanismo general 
que ocurre tam bién a o tro  nivel, en territo rios que controlan la PA como riñón o 
vasos (tal y como observábam os en ra tas hipertensas). Por lo que respecta a la 
influencia del género, debem os señalar que los anim ales de experim entación 
utilizados son macho, luego futuros estudios podrán aclarar si en riñón de ratas SHR 

existe o no una relación dependiente de género en tre  la expresión del A R - < x i b  y las 
cifras de PA, tal como hem os visto en linfocitos humanos.

Otro resultado a destacar en nuestro  análisis, es la correlación significativa e 

inversa en tre  los niveles de expresión del AR-0 2  en linfocitos (ligeram ente m enores 
en los pacientes hipertensos] y las cifras de PAD diurna (y de 24horas]. Esta 
correlación sólo es significativa cuando consideram os el conjunto de la población, 
luego no se puede analizar en función del género. La correlación existente en tre  los 

niveles de ARNm para el AR-02 y las cifras de PAD se podría explicar desde dos 

perspectivas diferentes: en p rim er lugar como una participación directa del AR-P2 en 
la regulación de la PAD, pero tam bién suponiendo que la alteración de la PAD tiene 

como consecuencia una dism inución en la expresión del AR-P2. Si consideram os que 

la vasodilatación p-adrenérgica (principalm ente m ediada por el subtipo P2] es un 
mecanismo clave en el control de la resistencia vascular (Feldman, 1987; Brodde y 
cois., 2006; Penela y cois., 2006], la in terpretación más probable de la correlación 

observada es la prim era, esto es, que una m ayor expresión del AR-P2 en los vasos 
(reflejada en linfocitos] facilitaría los m ecanism os vasodilatadores, m ediante la 
reducción de la resistencia vascular, lo que dism inuiría los valores de PAD. Además, 
nuestros resultados podrían estar relacionados con trabajos previos que describen 

como la elevación de la PAD podría estar asociada al haplotipo del subtipo P2 que 
contiene la varian te Gln27, inductora de la regulación a la baja de este subtipo 
(Binder y cois., 2006]. Trabajos futuros podrían determ inar la existencia o no de una 

correlación en tre  la presencia de la variante GIn27, una m enor expresión del AR-P2 y 
una elevación en la PAD.

Por o tra  parte, y a pesar de haber encontrado aum entados los niveles de 

expresión del subtipo Pi en los linfocitos de pacientes hipertensos, no encontram os 
una correlación significativa en tre  estos niveles y las cifras de PAS o PAD, po r lo que
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no existe una evidencia clínica que nos perm ita suponer que la expresión de este 
subtipo en linfocitos esté relacionada directa o indirectam ente con el control de la PA. 
Sin embargo, es in teresan te señalar que aparece una correlación significativa entre 

los niveles de ARNm del AR-|3i y la FC diurna que es dependiente del género, pues no 
se observa en el grupo de hom bres, sino sólo en el de m ujeres y en el total de 

pacientes. Ya hem os com entado que la expresión de los ARs-p en el linfocito podría 
ser un reflejo de lo que está ocurriendo en el corazón (Brodde y cois., 1986), aunque 
este hecho no se puede asum ir de form a generalizada, sobre todo en relación con el 

subtipo Pi (Michel y cois., 1986; Brodde y cois., 1989). Al m enos en el grupo de 
m ujeres hipertensas, nuestros resultados m uestran una relación positiva en tre  la 

expresión linfocitaria del subtipo Pi y la FC diurna, función regulada por éste AR a 
nivel cardiaco, por lo que probablem ente se pueda decir que, de un modo u otro, sí 
que estarían reflejando los linfocitos aquello que ocurre en el corazón en estas 
condiciones. La razón de la diferencia observada en función del género se puede 
explicar considerando que, según la edad media (47 ± 3 años), las m ujeres incluidas 
en el estudio se encuentran  bajo la influencia de los estrógenos y, tal como se ha 
dem ostrado recientem ente en rata, los estrógenos ejercen un papel cardioprotector 

sobre el corazón, dism inuyendo la expresión de los ARs-Pi (Kam y cois., 2004; Wu y 

cois., 2008) y aum entando la expresión de los ARS-P2 (Wu y cois., 2008). Podríamos 
suponer que en las mujeres, los estrógenos determ inan la expresión del AR-Pino sólo 
en corazón sino tam bién en linfocitos y  otros órganos, y por ello, dependiendo del 
nivel estrogénico, encontram os una expresión en linfocitos que correlaciona con la 

FC, la variable indicativa de la funcionalidad del AR-Pi en el corazón. Esta hipótesis se 
tendría que determ inar en un futuro.

Nuestros resultados indican tam bién que existe una relación en tre  la expresión 

del AR-Pi en linfocitos y la excreción urinaria de albúm ina (EUA) en el grupo de 
pacientes con m icroalbum inuria. Dado el escaso núm ero de pacientes con esta 
característica no hem os podido establecer si esta correlación varía o no en función 
del género.

La elevación de la EUA está controlada por factores m etabólicos y 
hem odinám icos (Redon y cois., 2002), y se asocia al desarrollo de la hipertensión 
(Wang y cois., 2005) y el riesgo cardiovascular (Schmieder y cois., 2007), ya que se 
encuentra íntim am ente relacionada con el daño endotelial (Deckert y cois., 1989; 
Perticone y cois., 2007), la rigidez de las grandes arterias (Herm ans y cois., 2007), el 
rem odelado vascular inadecuado (Hermans y cois., 2008) y el deterioro de la 
elasticidad aórtica (Duman y cois., 2008). Sin embargo, los m ecanism os exactos que 
subyacen en la relación en tre  m icroalbum inuria y riesgo cardiovascular están  aún por
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definir. Así pues, nuestra  observación adquiere relevancia si asum im os que la 

expresión del AR-Pi en linfocitos circulantes refleja lo que está ocurriendo en otros 
órganos y /o  vasos (Brodde y cois., 1985,1986; Parfyonova y cois., 1988; Bono y  cois., 

1995) de lo que podríam os extrapolar que, un aum ento en los niveles del subtipo Pi 
en vasos y /o  riñón hum ano podría estar relacionado con el daño vascular y  con 

alteraciones en la función renal. Nuestras observaciones acerca de la norm alización 

de los niveles de expresión del subtipo Pi en linfocitos de pacientes tra tados con IECA 
o ARAII podría explicar la evidencia clínica de que el bloqueo del sistem a renina- 

angiotensina reduce la album inuria y que el tratam iento  combinado con p- 

bloqueantes causa una reducción adicional de la EUA (Bakris y cois., 2005). Quedaría 

po r determ inar si esta correlación observada en tre  el subtipo Pi y la EUA m ás que 

reflejar cambios en otros territorios, se debe al aum ento en la expresión del AR-Pi en 
las células responsables de la respuesta  im m unitaría precisam ente form ando parte  
de un mecanismo activador o diferenciador de las mismas, que participa en una 
respuesta inflam atoria relacionada con la m icroalbum inuria (Pedrinelli y cois., 2001; 
Holmy cois., 2006).

Pese a no haber encontrado cambios significativos en los niveles de expresión de 
las GRKs en pacientes hipertensos, nuestro  estudio revela que la expresión 
linfocitaria de GRK3 correlaciona de m anera inversa y significativa con los valores de 
PAS y PAD am bulatoria, indicando que esta quinasa estaría involucrada en la 
regulación de la PA en el ser humano. Lo contrario (es decir, que la expresión de 
GRK3 es m odulada por la PA), no se sustentaría si nos fijamos en estudios previos 
realizados con ratones transgénicos, en los cuales la inhibición selectiva de la GRK3 
endógena cardiaca resultaba en un fenotipo con elevada PAS y  PAD, y sin alteraciones 
en la FC, parám etros que fueron determ inados por diferentes m étodos en el ra tón  
consciente (Vinge y cois., 2008).

Si asum im os que los cambios en la expresión de GRK3 en linfocitos reflejan 
cambios en el corazón y /o  vasos, tal y como se dem ostró previam ente para  GRK2 y 
GRK5 (Gros y cois., 2000; Iaccarino y cois., 2005; Oyama y cois., 2005), nuestro  
trabajo es el prim ero en dem ostrar un papel fisiopatológico para  la GRK3 hum ana en 
el sistema cardiovascular, y podría contribuir a un m ejor entendim iento de la 
posifión del gen de esta quinasa en un mismo locus del crom osom a 11, relacionado 
con la contractilidad del ventrículo izquierdo (Arnett y cois., 2001). El significado 
exacto de nuestro  descubrim iento deberá ser confirmado por futuros estudios que 
sean capaces de determ inar qué GPCR, directam ente implicado en el control de la PA, 
es regulado por la GRK3. Si nos basam os en la evidencia que m uestra que los cambios 
en  la expresión de GRK3 no alteran ni las señales bioquímicas ni el papel funcional de
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los ARs-p en el miocardio, m ientras que aquellas respuestas m ediadas por el AR-aiB 

se encuentran  profundam ente alteradas tras modificar la expresión de GRK3 
(Iaccarino y cois., 1998; Eckhart y cois., 2000; Vinge y cois., 2007, 2008), podem os 
p roponer que quizá esta quinasa en el corazón m odula selectivam ente la actividad de 
este subtipo que, como ya hem os comentado, parece d irectam ente relacionado con el 
control de la PA. Futuros experim entos podrían determ inar el papel de GRK3 en el 

control de la PA a través de la regulación del A R - o i i b  o  a través de cualquier otro 
GPCR.

También se han encontrado otras correlaciones, esta  vez no con variables 
hem odinám icas típicas de la hipertensión, como acabam os de ver, sino con variables 
bioquímicas que m arcan el estado del paciente. La prim era correlación significativa 

aparece en tre  los niveles de ARNm del AR-aiB con los niveles plasmáticos de 
Homocisteína. Muchos estudios han dem ostrado que existe una asociación clara entre 
la elevación de la hom ocisteína plasm ática y el riesgo de enferm edad vascular 
periférica, cerebral y coronaria, aunque muchos otros au to res afirm an que es un 
factor de riesgo independiente de enferm edad vascular (Hankey y  Eikelboom, 1999; 
Suárez García y cois., 2001). Por otro lado, más recientem ente se ha planteado que la 
hom ocisteína podría ser un m arcador relacionado con una m enor tasa  de filtración 
glomerular, o lo que es lo mismo con el deterioro de la función renal (Potter y cois., 

2008). Esta últim a relación (mayores niveles de AR-aiB asociados a m ayores niveles 
de hom ocisteína plasmática, y esta a su vez asociada a un m ayor deterioro  de la 

función renal) concuerda con nuestra  propuesta que atribuye al AR-aiB renal un  
papel en la génesis de la hipertensión, tal como observábam os en ra tas hipertensas. 

Si, como hem os m encionado anteriorm ente, una m ayor expresión del AR-aiB a nivel 
renal impide la correcta eliminación de líquidos, y una m ayor expresión linfocitaria 
de este subtipo se asocia a un increm ento de la PA, está clara la im portancia de la 
hom ocisteína como factor predictivo del riesgo cardiovascular y renal.

A pesar de no haber encontrado cambios significativos en la expresión génica del 

AR-aiD en los pacientes hipertensos, sí que hem os observado una correlación 
significativa al com parar los niveles de ARNm de este subtipo y las concentraciones 
plasm áticas de aldosterona. La aldosterona es el producto final del sistem a rerina- 
angiotensina, siendo responsable de la retención de líquidos asociada a la retención 
de Na+ (Guyton y Hall, 1996). Los prim eros estudios sobre una posible regulación 
cruzada en tre  am bos sistem as adrenérgico y renina-angiotensina, sugieren que 

angiotensina II podría es ta r regulando la expresión de los ARs-ai a nivel del múscul o 
liso vascular (Hu y cois., 1995). Además, nuestros resultados previos (Gisbert y cois., 
2002) y  los de otros autores (Godínez-Hernández y cois., 2005) dem uestran  una
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dism inución en la expresión y la funcionalidad, del AR-aiD en aortas de ratas SHR tras 
el tra tam ien to  agudo o crónico con captopril lo que parece indicar que la inhibición 
de la sín tesis de angiotensina II, con la consiguiente dism inución en la síntesis de 

aldosterona, conduce a una m enor expresión del subtipo cxid. Nuestros resultados 
confirm arían esta relación, ya que, como hem os observado, a m ayor concentración de 

aldosterona, observam os una m ayor expresión del A R - o i i d ,  aunque, con las evidencias 
de que disponem os, tam poco podem os descartar la relación opuesta, esto es, que la 

m ayor expresión del subtipo aiD tenga como consecuencia una m ayor liberación de 
aldosterona. Futuros estudios deberían aclarar la trascendencia fisiológica y /o  
patológica de esta posible regulación cruzada en tre  am bos sistem as, tan  implicados 
en la génesis y m antenim iento de la hipertensión.

Resumiendo, en el modelo hum ano de hipertensión hem os observado que: 1) los 

niveles de  expresión de los A R s -< x i b  y P i  se encuentran elevados en linfocitos 
circulantes de pacientes hipertensos, y estos últimos se recuperan tras el tratam iento  

con IECA o ARAII; 2) los niveles de expresión del subtipo aiB se correlacionan de 
forma positiva con las cifras de PA en hom bres, y con los niveles de hom ocisteína 
plasm ática, algo que podría es ta r en relación con la actividad renal de dicho subtipo 
en el control de la PA y su implicación en el deterioro  renal, com plem entando los 
resultados en modelos de hipertensión animal m ostrados anteriorm ente; 3) los 

niveles de expresión del AR-Pi se correlacionan con las cifras de FC en mujeres, y por 
otro lado, tam bién correlacionan de m anera directa con la EUA en pacientes 
hipertensos con m icroalbuminuria, lo que relaciona dicho receptor con el riesgo 

cardiovascular; 4) los niveles de expresión del AR-P2 correlacionan de m anera inversa 
con los valores de PAD, y los niveles de GRK3 correlacionan de form a inversa con los 
valores de PAS y PAD, resultados que confirman la im portancia de la vasodilatación 

m ediada p o r el AR-P2 en el control de la resistencia vascular y sugiere un papel 
p ro tecto r para  la GRK3 en la regulación de la hom eostasis cardiovascular; 5) por 

último, los niveles de expresión del A R - o i i d  correlacionan de form a directa con las 
cifras de aldosterona plasmática, aportando nuevas evidencias sobre la posible 
regulación cruzada existente en tre  ambos sistem as adrenérgico y renina- 
angiotensina-aldosterona relacionados con la génesis y /o  m antenim iento de la 
hipertensión esencial.
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5  D i f e r e n c i a s  e n  l a  e x p r e s i ó n  y  f u n c i o n a l i d a d  d e  

ARs y  GRKs e n  l a  I n s u f i c i e n c i a  c a r d i a c a

Continuando el estudio iniciado en pacientes hipertensos sobre la expresión 
génica de ARs y GRKs en linfocitos circulantes, hemos cuantificado los niveles de 
ARNm para dichos genes en pacientes con Insuficiencia Cardiaca en un estado 
terminal de la enfermedad, cuando son sometidos a trasplante cardíaco. Continuamos 
el estudio en estos mismos pacientes a los que ya se les ha trasplantado un corazón 
normalmente funcionante.

5 . 1  P a c i e n t e s  c o n  i n s u f i c i e n c i a  c a r d i a c a  e n  f a s e  t e r m i n a l

Los principales cambios observados en pacientes con 1C en fase terminal fueron 
por un lado, un incremento muy acusado en la expresión del AR-Pi, acompañado de 
un incremento en la expresión de GRK5 y una disminución de la expresión de GRK2. 
Al analizar estos resultados observamos discrepancias con la literatura que describe 
una disminución en la expresión del subtipo Pi en linfocitos de pacientes con IC (Yu y 
cois., 2007), aunque se trata de un único trabajo, realizado con una metodología 
menos precisa que la empleada en nuestro laboratorio. Según nuestros resultados, el 
aumento observado en la expresión génica del AR-Pi linfocitario no tendría por qué 
ser reflejo del corazón insuficiente, donde se produce una disminución de la 
expresión génica y proteica de los ARs-Pi según lo descrito por otros autores 
(Engelhardt y cois., 1996; Leineweber y cois., 2005) y hemos confirmado 
recientemente en nuestro laboratorio (Montó y cois., 2009) Esta disminución en la 
expresión del subtipo Pi en la insuficiencia cardiaca parece ejercer un papel 
protector, que evita los efectos deletéreos de una estimulación continuada de este 
receptor sobre el corazón (Xiao y cois., 1995, 2004, 2006; Daaka y cois., 1997) por lo 
que puede tratarse de un mecanismo propio del corazón que no se reproduce en 
otros órganos o tejidos.

El aumento en los niveles de ARNm del AR-Pi observado en linfocitos sería, en 
este caso, un mecanismo regulador propio del linfocito, debido a los cambios 
originados en el organismo por la evolución de la patología, que puedan 
desencadenar una respuesta inmunitaria, o bien el reflejo de cambios en otros 
órganos, como el riñón o los vasos, tal y como comentamos en el grupo de pacientes 
hipertensos. La presencia en linfocitos de ARNm para el AR-|3i no se ha descrito hasta 
muy recientemente por otros autores (Yu y cois., 2007) y por nosotros mismos
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(Oliver y cois., 2006, 2010), por lo que su papel en la respuesta inmunitaria no ha sido 
analizado. La evidencia obtenida en nuestro laboratorio de que la línea celular Jurkat 
expresan el AR-Pi en mayor proporción que los linfocitos circulantes (Pérez-Aso y 
cois., 2008), apoya esta hipótesis. Es interesante señalar que en el grupo de pacientes 
hipertensos habíamos observado también una mayor expresión del subtipo |3i en 
linfocitos de pacientes con microalbuminuria, un problema relacioando con el daño 
endotelial e inflamación vascular o glomerular (Pedrinelli y cois., 2001; Holm y cois.,
2006). Algunos autores han relacionado también la microalbuminuria con la 
insuficiencia cardiaca crónica, de modo que en pacientes en fases avanzadas de la 
enfermedad, como es nuestro caso, la EUA suele estar elevada (Gerstein y cois., 2001; 
van de Wal y cois., 2005; Jackson y cois., 2009).

La disminución en la expresión génica de la GRK2 contrasta con estudios en los 
que se ha observado un aumento en la expresión proteica y en la actividad de esta 
enzima en linfocitos de pacientes con insuficiencia cardiaca, y que, según los autores, 
refleja directamente aquello que ocurre en el corazón de estos pacientes (Iaccarino y 
cois., 2005; Hata y cois., 2006). A este respecto hay que puntualizar:

• El aumento en la expresión génica no tiene porque correlacionar necesariamente 
con un aumento en la expresión proteica, tal como hemos visto en este mismo 
trabajo cuando analizábamos los cambios en ratas con hipertensión inducida;

• El aumento de GRK2 parece depender de la fase en la que se encuentra la 
enfermedad, y de un aumento en las fases iniciales se pasa a una disminución de la 
actividad de GRK2 en la fase IV según la clasificación de la NYHA, que 
precisamente corresponde con la fase en la que se encuentran nuestros pacientes, 
(Leineweber y cois., 2005; Brodde y cois., 2006).

• El aumento observado en la actividad GRK que dichos autores atribuyen 
directamente a GRK2 en linfocitos circulantes (Iaccarino y cois., 2005), pero que 
no han analizado de forma diferencial, podría deberse a un aumento en la 
actividad de GRK5, cuya expresión no analizan y que, en nuestro caso, vemos que 
está aumentada en la insuficiencia cardiaca.

En esta línea, se ha descrito en modelos animales de insuficiencia cardiaca, que la 
elevación de los niveles de ARNm de GRK2 en corazón aparece en la fase inicial, 
coincidiendo con el desarrollo y la hipertrofia del miocardio, probablemente 
precediendo a la enfermedad, mientras que en fases tardías, se produciría una bajada 
de estos niveles, acompañada de un aumento progresivo del ARNm de GRK5 en 
miocardio coincidiendo con la disfunción ventricular y la dilatación de las cámaras
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(Ping y cois., 1997; Vinge y cois., 2001). Nuestros resultados en corazón insuficiente 
no corroboran estos datos pues no llegamos a observar cambios significativos en la 
expresión de las GRKs en el ventrículo derecho del corazón insuficiente, pero 
quedaría por determinar si estos cambios aparecen sólo en el ventrículo izquierdo. 
Coincidiendo con nuestros resultados, tampoco otros autores han encontrado 
cambios en la expresión de GRK3 relacionados con la insuficiencia cardiaca (Ungerer 
y cois., 1994; Vinge y cois., 2001; Brodde y cois., 2006).

Nuestros resultados obtenidos en linfocitos de pacientes con insuficiencia 
cardiaca en fase terminal no apoyan la hipótesis planteada por otros autores en 
cuanto al uso de la expresión linfocitaria de las GRKs como biomarcador de los 
cambios que se producen en el corazón insuficiente (Dzimiri y cois., 2002; Oyama y 
cois., 2005), sin embargo, no excluimos que pueda considerarse al linfocito como un 
biomarcador en otras circunstancias.

En este sentido, si la disminución observada en la expresión génica de GRK2 se 
correlaciona con una disminución en la expresión proteica, podría representar un 
mecanismo especifico del linfocito, tal como hemos comentado anteriormente en el 
caso del AR-Pi, que se traduciría en una menor actividad de esta quinasa, y que 
tendría como consecuencia una mayor migración leucocitaria (Vroon y cois., 2004a), 
pudiendo estar relacionado con la activación del sistema inmune frente al corazón 
dañado que se ha descrito en la insuficiencia cardiaca (Yndestad y cois., 2003; Fildes y 
cois., 2009) que favorecería la actividad de los ARs-0 en esta respuesta inmunitaria.

5 . 2  P a c i e n t e s  s o m e t i d o s  a  t r a s p l a n t e  c a r d i a c o

Cuando analizamos la expresión de ARs y GRKs en linfocitos de pacientes 
sometidos a trasplante cardiaco nos enfrentamos a una situación compleja. En este 
caso, el paciente sufría insuficiencia cardiaca, y por tanto, sus linfocitos hdoían 
experimentado los cambios en la expresión descritos para esta enfermedad, pero, al 
trasplantarle un corazón sano y extraño, está desarrollando una respuesta 
inmunitaria frente al órgano trasplantado, que se controla farmacológicamente 
mediante inmunosupresores. Por todo ello los resultados que encontremos en tstas 
circunstancias serán difícilmente interpretables en términos de buscar po&bles 
mecanismos, pero nos aportaran datos importantes acerca de la posibilidad de 
utilizar el linfocito circulante como un biomarcador pues, en este caso, el linfocitoestá 
sometido a los mecanismos inherentes a su función en la respuesta inmunitaria y por 
tanto, no esperaríamos encontrar un reflejo de lo que ocurre en otros órganos o 
tejidos.
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Nuestros resultados muestran que en los pacientes trasplantados, aparece 
aumentada la expresión de los ARs-Pi (al igual que ocurría en la insuficiencia cardiaca 
aunque en menor proporción) y -P2, siendo este aumento especifico de los pacientes 
trasplantados pues en los otros grupos analizados la expresión de P2 no cambia 
significativamente. Aumenta también la expresión de GRK5, como ocurría en la 
insuficiencia cardíaca, y se mantiene disminuida la GRK2 con respecto al grupo 
control, aunque ha aumentado significativamente si comparamos su expresión con la 
observada en esos pacientes antes del trasplante. No se observan cambios en la 
expresión de GRK3.

¿Cómo podríamos interpretar estos resultados? Habíamos comentado previamente 
que el aumento en la expresión del AR-Pi en linfocitos de pacientes con insuficiencia 
cardiaca podía atribuirse a un mecanismo modulador dentro de la respuesta 
inmunitaria que acompaña a esta patología. Este mismo mecanismo lo encontramos, 
aunque menos evidente, en linfocitos de pacientes trasplantados, a los que se les está 
administrando un tratamiento inmunosupresor, luego podemos m antener la 
hipótesis planteada acerca del papel del AR-Pi en la activación del linfocito, aunque 
como ya hemos comentado, esta hipótesis no se sustenta en trabajos anteriores, pues 
el subtipo Pi no ha sido caracterizado en linfocitos hasta muy recientemente por 
nuestro grupo y por otros autores (Oliver y cois., 2006, 2010; Yu y cois., 2007;), luego 
no se ha analizado su actividad específica en estas células. Hasta el momento, sólo se 
ha demostrado que la activación de los ARS-P2, mayoritariamente expresados en 
linfocitos, inhibe la función de las distintas líneas linfocitarias in vitro (García y cois., 
2003; Hanania y Moore, 2004) y en procesos inflamatorios crónicos como la artrosis 
o el asma (Kohm y Sanders, 2001; Heijink y cois., 2004). Seria interesante estudiar la 
hipótesis a la que apuntan nuestros resultados y que plantea si precisamente el 
subtipo Pi tiene una actividad opuesta al P2, facilitando la activación o la 
diferenciación de las células linfocitarias, y por tanto, la respuesta inflamatoria, lo que 
explicaría el aumento en su expresión en pacientes con microalbuminuria, en la 
insuficiencia cardiaca o tras el trasplante cardiaco.

Un cambio único observado en el paciente trasplantado es el aumento 
significativo de los niveles de ARNm del subtipo P2. Como ya hemos comentado 
anteriormente, se ha demostrado que la activación de este subtipo inhibe la 
activación de los linfocitos, y que incluso la administración de corticoides podría 
estimular la síntesis de más ARS-P2 (Baraniuk y cois., 1997; Johnson y cois., 2002). Si 
tenemos en cuenta que los pacientes incluidos en nuestro estudio se encuentran 
sometidos a tratamiento inmunosupresor, y que todos ellos reciben corticoides, 
podríanos suponer que este tratamiento inmunosupresor estaría induciendo una
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sobreexpresión del AR-P2 con el fin de favorecer la inhibición de la activación 
linfocitaria.

Por otro lado ya hemos comentado que la GRK2 está implicada en la regulación 
de receptores de quimiocinas y se ha visto que una disminución de su expresión en 
las líneas linfocitarias tiene como consecuencia la inducción de la quimiotaxis, la 
migración celular a los tejidos y por lo tanto una respuesta inflamatoria (Vroon y 
cois., 2004a). La GRK2 se encontraba disminuida en pacientes con insuficiencia 
cardiaca pero, después del trasplante, sus niveles aumentan, quizá también como 
consecuencia del tratamiento inmunosupresor.

Dado que el fenómeno de rechazo inmunitario va disminuyendo con el tiempo, lo 
que permite ajustar el tratamiento con inmunosupresores, hemos analizado los 
cambios en la expresión de ARs y GRKs en función del tiempo transcurrido desde el 
trasplante cardiaco.

En nuestro estudio observamos que, conforme avanza el tiempo tras el 
trasplante, se produce un aumento gradual en la expresión génica de los ARS-P2 y de 
la GRK2 en linfocitos. Según habíamos comentado, algunos autores afirman que la 
expresión del AR-02 en linfocitos refleja la expresión en corazón (Michel y cois., 
1986; Brodde y cois., 1989), sin embargo, en un trabajo reciente (Agüero y cois., 
2009), nuestro grupo de investigación no encuentra en biopsias de aurícula derecha 
de pacientes trasplantados, esta misma correlación entre los niveles de ARNm del AR- 
P2 o la GRK2 y el tiempo post-trasplante, luego en corazón no se está produciendo el 
aumento gradual en la expresión de ARS-P2 que observamos en linfocitos, por lo que 
el linfocito, en estas circunstancias, no refleja lo que ocurre en corazón. Los cambios 
que observamos en linfocitos probablemente son debidos al tratamiento 
inmunosupresor pudiendo interpretar este aumento progresivo en la expresión del 
AR-P2 linfocitario como un mecanismo que contribuye a disminuir la actividad o la 
diferenciación de las células inmunitarias evitando el rechazo. Ya comentamos la 
estrecha relación que guarda la expresión del AR-P2 y la de la GRK2, lo que sugiere la 
existencia de un mecanismo regulador común para ambos genes. En este caso, se 
vueleve a confirmar esta relación y vemos como también la expresión de la GRK2 
sigue una evolución idéntica a la del AR-P2.

Estudios del perfil genético, llevados a cabo en los últimos años en en linfocitos 
circulantes de pacientes sometidos a trasplante cardiaco, indican que durante el 
prim er mes después del trasplante, los cambios observados en la expresión de ciertos 
genes relacionados con la activación de los linfocitos o sensibles a los corticoides,
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tenían un valor predictivo para posibles episodios futuros de rechazo del injerto 
(Mehra y cois., 2007). En nuestro caso, los niveles de expresión del AR-P2 y de la 
GRK2 en el linfocito del paciente trasplantado, podrían estar reflejando la posibilidad 
o no de rechazo, e incluso servir como un biomarcador de este evento adverso. Esta 
observación abren las puertas a futuros estudios que puedan ampliar nuestro 
conocimiento en este campo de la investigación.
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1) El ARNm de los ARs-ai ( a iA ,  a iB  y c u d )  y -P (Pi, P2 y P3) y de la GRK2, se 
encuentra presente en aorta, ventrículo izquierdo y riñón de rata Wistar, WKY y 
SHR, siendo diferentes las proporciones según el tejido: los subtipos 
mayoritarios en aorta corresponden por un lado al c u d , principal responsable de 
la contracción de dicha arteria, y al subtipo P3, cuyo rol funcional no está del 
todo claro; los subtipos aiB y Pi son mayoritarios en ventrículo izquierdo, 
mientras que en riñón predominan los A R s - a iB ,  - a iD  y -Pi.

2) En el proceso de maduración de la rata WKY, comprendido entre las 6 y 16 
semanas de vida, se observa en todos los territorios estudiados una disminución 
generalizada de la expresión y actividad del subtipo oíd, responsable de la 
contracción adrenérgica de arterias principales como la aorta, las arterias 
coronarias o la arteria renal; observamos también una disminución en la 
expresión del AR-aiB en ventrículo izquierdo y riñón, tejidos en los que este 
subtipo es mayoritario y un aumento del A R - o u a  en corazón que podría estar 
relacionado con sus propiedades cardioprotectoras o con el proceso de 
crecimiento fisiológico del corazón; el subtipo P3 disminuye significativamente 
en aorta y riñón, y la GRK2 únicamente en riñón.

3) En linfocitos de rata se ha detectado ARNm del subtipo P2 en proporción mayor 
que el Pi, así como de las tres GRKs analizadas (GRK2, GRK3 y GRK5), siendo 
GRK2 la mayoritaria. En linfocitos circulantes de voluntarios sanos también se 
detectó como AR mayoritario el subtipo P2, con semejante proporción entre las 
diferentes GRKs analizadas. En este caso si se encontró ARNm de los ARs-aiB y - 
aiD, aunque en baja proporción.

4) En linfocitos circulantes humanos hemos encontrado una correlación 
significativa entre el ARNm del AR-Pi y la GRK5, y del AR-P2 y las GRKs 2 y 3, lo 
que sugiere la existencia de un mecanismo regulador único y la especificidad o 
preferencia de las GRKs por cada uno de los ARs.
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5) En ratas SHR que aún no manifiestan la hipertensión, hemos encontrado 
cambios que podrían estar relacionados con el origen de la enfermedad: se 
observa un incremento en la expresión y funcionalidad del AR-|3i en aorta y del 
AR-aiB en el riñón de ratas, a la vez que disminuye la expresión de los subtipos 
aiD en corazón y riñón y del subtipo aiA únicamente en riñón. Es precisamente 
este último órgano el que experimenta mayores cambios en este estadio previo 
de la enfermedad lo que lo relacionaría con la génesis de la hipertensión.

6) En ratas SHR hipertensas, no podemos hablar de un mecanismo general que 
explique los cambios encontrados, pues estos son específicos de cada uno de los 
territorios estudiados. En aorta, se observa un aumento en la expresión de todos 
los ARs y la GRK2, que tiene como consecuencia un aumento en la funcionalidad 
del subtipo aiD junto con un deterioro de la vasodilatación p-adrenérgica. En 
ventrículo y riñón los cambios son similares a los ya descritos en ratas 
prehipertensas. El hecho de que los resultados obtenidos no se reproduzcan en 
el modelo de rata hipertensa por tratamiento crónico con L-NAME, indica que 
los cambios no son consecuencia del estado hipertensivo y podrían estar 
implicados en la génesis y mantenimiento de la hipertensión esencial.

7) No se observan diferencias en función del género en los niveles de expresión de 
los ARs y las GRKs. Los subtipos aiB y Pi se encuentran elevados en linfocitos 
circulantes de pacientes hipertensos. Estos últimos se recuperan tras el 
tratamiento con IECA o ARAII.

8) La existencia de una correlación entre los niveles de expresión de ARNm de los 
ARs y las GRKs en linfocitos circulantes y las variables clínicas determinadas en 
pacientes hipertensos sugiere que la expresión linfocitaria de un gen podría 
estar reflejando su expresión en un determinado tejido relacionado con la 
función que la variable clínica representa. En la hipertensión humana hemos 
observado correlaciones significativas entre: la expresión del AR-Pi y el índice 
de masa corporal (correlación inversa), la frecuencia cardíaca (en mujeres 
únicamente) o la excreción urinaria de albúmina; la expresión del AR-P2 y las 
cifras de PAD (correlación inversa); la expresión del subtipo aiB y las cifras de 
PAS (en hombres únicamente) o los niveles de homocisteína plasmática; la 
expresión del subtipo aiD y los niveles de aldosterona; la expresión de GRK3 y 
las cifras de PAS y PAD (correlación inversa).
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En linfocitos procedentes de pacientes con insuficiencia cardiaca observamos 
un aumento en los niveles de ARNm para el AR-Pi y la GRK5, además de una 
disminución en la expresión de GRK2. Estos resultados no concuerdan con los 
datos observados en el corazón insuficiente luego, en este caso, no podemos 
considerar que el linfocito esté reflejando los cambios que se producen en el 
corazón, tal como habían propuesto otros autores. Los cambios parecen 
responder a mecanismos propios, moduladores de la actividad del linfocito.

Tras el trasplante cardiaco, los linfocitos sufren aumentos en la expresión de 
ARs-0i y -02 que parecen depender de la respuesta inmunitaria y el tratamiento 
inmunosupresor, y tampoco reflejan los cambios cardiacos. A la vez, se observa 
un aumento en la expresión de GRK5 y una disminución de GRK2. Existe una 
correlación significativa entre la expresión de los ARs-0i y -02 y la GRK2 con el 
tiempo post-trasplante.
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R e s u m e n

En la presente tesis doctoral analizamos, con una perspectiva de género, las 
diferencias en la expresión de los tres subtipos de ARs-ai y -P y las quinasas que 
modulan su actividad (GRK2, GRK3 y GRK5) en linfocitos humanos obtenidos de 
pacientes hipertensos, pacientes con insuficiencia cardiaca o pacientes a los que se ha 
realizado un trasplante cardiaco, correlacionando los niveles de ARNm con las 
variables clínicas propias de la enfermedad y el riesgo cardiovascular. Además, hemos 
estudiado en paralelo dos modelos animales de hipertensión, de origen genético 
(ratas espontáneamente hipertensas; SHR) o inducido por la inhibición de la 
producción de NO (ratas LNHR), para ver si existen diferencias en la expresión y 
funcionalidad de los ARs y las GRKs en distintos territorios (corazón, vasos, riñón, 
linfocitos), a fin de elucidar el grado de implicación de cada AR o GRK en la génesis 
y /o  mantenimiento de la hipertensión. Destacamos los siguientes resultados:

• No se observan diferencias en función del género en los niveles de expresión de 
los ARs y las GRKs presentes en linfocitos humanos. En linfocitos de pacientes 
hipertensos, los niveles de ARNm de los subtipos aiB y Pi están elevados, 
existiendo una correlación significativa con las cifras de presión arterial y la 
excreción urinaria de albúmina respectivamente, sugiriendo que estos cambios 
responden a mecanismos generales implicados en la hipertensión.

• En linfocitos procedentes de pacientes con insuficiencia cardiaca, o sometidos a 
trasplante cardiaco, el linfocito no refleja los cambios que se producen en otros 
órganos, en especial el corazón, sino que los cambios representan mecanismos 
moduladores de la actividad del linfocito en la respuesta inmunitaria o son una 
consecuencia del tratam iento inmunosupresor que reciben los pacientes 
trasplantados.

• Se han encontrado cambios en la expresión y funcionalidad de los ARs-Pi en 
aorta, -aiD en corazón y -aiB en el riñón de ratas SHR que preceden al estado 
hipertensivo y pueden estar relacionados con el origen de la enfermedad junto 
con otros que acompañan a la hipertensión en ambos modelos, y pueden ser una 
consecuencia de la misma. En aorta de rata SHR hipertensa, pero no en LNHR, se 
observa un aumento en la expresión de todos los ARs y la GRK2, que conduce a un 
aumento en la funcionalidad del subtipo aiD junto con un deterioro de la 
vasodilatación p-adrenérgica, y que podría estar implicado en la génesis y 
mantenimiento de la hipertensión esencial.





NGLISH VERSION





237

INTRODUCTION

Adrenoceptors (ARs) are 7-transmembrane receptors, and members of the G- 
protein coupled receptors (GPCRs) superfamily (see Image 1 on page 16) which 
medíate the central and peripheral actions of two catecholamines: the 
neurotransmitter, Noradrenaline (NA); and the hormone and neurotransmitter, 
Adrenaline (A). Both NA and A play important roles in the control of blood pressure, 
myocardial contractile rate and forcé, airway reactivity, and a variety of metabolic 
and central nervous system fimctions. As these ARs control the action of 
catecholamines, they are closely implicated in the regulation of those physiological 
functions mediated by A and NA and, consequently, in the pathophysiological process 
related to them.

It was at the beginning of the 20* century when John Newport Langley and his 
student Sir Henry Dale were working together and explicitly stated the idea of a 
'receptive substance' on reactive cells while looking for the activity of a suprarenal 
extract containing adrenaline, and the effect of the antagonist ergotoxine, thus 
establishing a t the time the bases for the study of adrenergic receptors (Langley, 
1901,1905; Dale, 1906). Half a century was necessary for the first división performed 
by Ahlquist into two major types; a- and p-ARs; based on their pharmacological 
characteristics. a-ARs exhibited most of the excitatory actions (vasoconstriction), and 
P-ARs showed most of the inhibitory actions (vasodilatation) and one excitatory 
(myocardial contraction) (Ahlquist, 1948). Subsequently, both the a  and p types were 
subdivided into a i, a.2, Pi and P2 subtypes (Lands, 1952, 1967; Brown and Gillespie, 
1955; Berthelsen and Pettinger, 1977). Based on both pharmacological and molecular 
evidence, it is now clear that a more useful classification scheme is based on three 
major types (a i, a 2 and p-ARs), each of which is further divided into at least three 
subtypes (see Image 2 on page 23) (Bylund et al., 1994; Hieble et ai, 1995). In the 
present work, we will focus on the study of six of these subtypes: aiA, aiB, aiD, Pi, P2 

and P3.

All GPCR systems exhibit context-dependent activity, which means that 
receptors adjust their sensitivity to the range of agonist concentrations to which they 
are exposed. One important mechanism for regulating GPCR responsiveness is the G 
protein-coupled receptor kinase (GRK). GRKs recognize activated GPCRs and result in 
receptor phosphorylation at specific sites on the intracellular loops and carboxyl- 
terminal tail. Once phosphorylated, receptors become substrates for the binding of
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arrestin proteins which prevents the receptor from activating additional G proteins. 
GRK phosphorylation and arrestin binding result in a cessation of G protein signaling 
by uncoupling the receptor from its G-protein and by promoting its internalization, 
despite the continued presence of the receptor activating agonist (see Image 8 on 
page 45). Therefore, the efficiency with which GPCRs, e.g., p-ARs, interact with G- 
proteins depends on the phosphorylation of the receptor by GRKs, which are 
responsible for agonist-promoted desensitization (Bunneman et al., 1999; Penela et 
al, 2006; Premont and Gainetdinov, 2007). Of the seven different isoenzymes 
pertaining to the GRK family, we will focus on three; GRK2, GRK3 and GRK5; which 
seem essential in the regulation of a multitude of cardiovascular answers mediated by 
GPCRs, such as vasodilatation and heart rate.

According to the World Health Organization (WHO), cardiovascular diseases 
are presently the first cause of death, and are responsible for 30% of the total death 
rate worldwide. Cardiovascular pathologies such as hypertension or heart failure 
have considerably extended throughout developed countries. High hypertension 
prevalence (% of the total population of developed countries in 2000) makes this 
pathology the most important cardiovascular risk factor in these countries (Kearney 
etal., 2005). Moreover, hypertension is the most common risk factor for congestive 
heart failure and contributes to a large number of heart failure cases (Levy et al., 
1996). Heart failure is one of the diseases with the highest short- and mid-term 
mortalities. In advanced stages of the disease, defíned as New York Heart Association 
(NYHA) functional class IV, an annual survival rate of approximately 50% has been 
estimated in patients with optimal pharmacological therapy (Dickstein etal., 2008).

It is well established that ARs ( olía ,  a i B ,  a i D ,  Pi, P2 and P3) are expressed in the 
cardiovascular system. They not only represent essential targets in the control of its 
function, but are also implicated in their pathophysiological process (Guimaraes and 
Moura, 2001; Brodde etal., 2006). Although there is growing evidence that essential 
hypertension is related to the overactivity of the sympathetic nervous system, the 
exact causes are still poorly understood. The adrenergic-dependent increase in 
vascular resistance could reflect an imbalance between the vasoconstrictor and 
vasodilator mechanisms relating to changes in both the expression and function of a i- 
adrenoceptors (ARs) which medíate vasoconstriction, p-ARs which medíate 
vasodilatation, and /o r changes in GRKs, the key regulators of p-ARs (Feldman and 
Gros, 2006; Penela etal., 2006). A generalized impairment of p-adrenergic-mediated 
vasodilatation has been shown in both animal hypertension models and the 
lymphocytes of hypertensive patients (Feldman, 1987,1990; Borkowski etal., 1992; 
Gros et al., 1997). This impairment has been related to an increase in the activity of
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GRKs, especially GRK2 which mediates reduced p-AR/G-protein coupling (Feldman 
and Gros, 2006). However, the possibility of the differential changes in both the 
expression and function of Pi-, P2-, and P3-ARS also being involved in this process has 
not been evaluated previously. An increased GRK2 expression may be the result of a 
rise in the p-AR expression, and the subsequent impairment of p-AR-mediated 
vasodilatation could be due to more complicated mechanisms, including different p- 
AR subtypes and GRKs. In fact, GRK3, and GRK5 in particular, predominate in the 
heart and may also particípate in the phosphorylation of p-ARs, thereby modulating 
their desensitization process (Penela et al, 2006). On the other hand, the ai-ARs 
present in vessels (aiA, aiB, am ) play an essential role not only in the modulation of 
the vascular tone, but also in the regulation of blood pressure through their 
vasoconstrictor activity (Piascik etal., 1995; Noguera etal., 1996; Villalobos-Molina 
and Ibarra, 1996; Hrometz et al., 1999; Gisbert et al., 2000, 2003a). An increased 
fimctional role of c x i d - A R s  has been proposed as one of the changes involved in the 
hypertensive increase of vascular resistance (Villalobos-Molina etal., 1999; Gisbert et 
al., 2002; Tanoue etal., 2002a, 2002b; D'Ocon, 2003; Ziani e ta l, 2002; Lyssand etal., 
2008). Nonetheless, the mechanism responsible for this increase has not yet been 
elucidated. p-ARs are studied mostly in connection with heart failure. A decrease in 
the expression and functionality of Pi-AR has been found in the myocardium during 
heart failure (Bristow e ta l, 1982). This is accompanied by an increase in the activity 
of GRKs (GRK2 in first instance), which are responsible for an uncoupling of p-ARs 
from their effector enzyme, adenylate cyclase (Unguerer et al., 1993), to prevent 
higher stimulation by catecholamines. This p-adrenergic impairment is a malignant 
change leading to the progression of this pathology (Leineweber et al, 2005), 
especially at the end-stage point, to which GRK5 is apparently related (Vinge et al., 
2001). In the denervated heart (transplanted heart), an up-regulation of P2- 
adrenoceptors has been described (Farrukh et al, 1993). On the other hand, the 
expression of ARs and GRKs in human lymphocytes has been used as a practical 
surrogate for myocardial or vascular cells (Brodde etal., 1985, 1986; Feldman e ta l, 
1987,1990; Parfyonova etal., 1988; Bono e ta l, 1995; Gros etal., 1997).

A better understanding of the etiology of these diseases would provide a better 
tool to search for more effective therapeutic targets. At this point the study of ARs and 
GRKs would prove very useful in not only the organs involved in pathogenesis, but 
also in peripheral blood lymphocytes as a reflection of the changes occurring around 
the organism. As summarized above, different studies of hypertensive patients or 
animal models of hypertension and heart failure have analyzed changes in the 
expression and functionality of ARs or GRKs. However, the ARs subtypes and GRKs in
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the same group of animals or patients have not been assessed to date. The objectives 
of our work were:

To analyze whether the changes in the expression and functionality of a i-  
and p-ARs, and GRKs in hypertension, are related to the génesis and 
maintenance of this pathology.

- To analyze whether the changes in the expression of a i-  and p-ARs, and 
GRKs in peripheral blood lymphocytes from both hypertensive and heart 
failure patients, are related to the pathology State and its clinical 
consequences.

We believed that analyzing the expression of the different ARs involved in the 
control of blood pressure in the vessels, left ventricle and kidney, and also GRK2, the 
kinase regulating their activity, could lead to an accurate picture of the sympathetic 
changes related to the hypertensive State. Therefore in this study, we combined a 
relative quantifícation of mRNA levels for GRK2, and a iA - ,  aiB-, a iD - ,  Pi-, P2-, and P3- 
ARs, the determination of the protein expression by Western blot, and the functional 
studies performed to analyze the consequences of these changes in the control of the 
vascular tone. To determine whether the changes in the expression accompany the 
hypertensive State, we performed our study in three different groups of animals: 1) 
young rats in a prehypertensive State; 2) spontaneously hypertensive adult rats; and
3] L-NAME-induced hypertensive rats; and compared the results with their 
respective Controls. We also used peripheral blood lymphocytes from both 
hypertensive and heart failure patients and compared with healthy volunteers.
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M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

1  A n i m a l s

Wistar rats, w istar kyoto (WKY) and spontaneously hypertensive (SHR) rats aged 
6 and 16 weeks were used (Harían Interfauna Ibérica, Barcelona) and housed under a 
12-hour light/dark cycle at 22SC and 60% humidity. One group of Wistar rats 
received L-NAME (80 mg-kg-1 per day in drinking w ater for 30 days) until the age of 
16 weeks to induce hypertension (Ribeiro etal., 1992; Linardi e ta l,  2004). Systolic 
blood pressure and heart rate were measured weekly from the tail of unanesthetized 
rats using a plethysmographic method (NIPREM 645, Cibertec, Barcelona, Spain). An 
average of six readings was recorded for each animal. Rats were weighed and 
decapitated, and the heart, kidney and aorta were removed. Peripheral blood 
lymphocytes were isolated using Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) following the 
manufacture's conditions. Cell pellets were immediately stored at -80QC until further 
analysis.

All the experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care 
and Use Committee, and complied to the Spanish Cuide fo r Care and Use ofLaboratory 
Animals, following European Council Directive (86/609/EEC).

2  PATIENTS SELECTION

The patients included in the study were selected from an outpatient clinic. All the 
patients who fulfilled the inclusión criteria were invited to participate, and their 
written consent was requested. The total number of subjects of the study population 
was 72 (46 men and 26 women) aged between 16 and 68 years. All the patients were 
grouped depending on their pathology. The distribution of the different groups was: 
10 healthy volunteers (Control group), 6 patients with isolated office hypertension 
(HCA), 15 with hypertension (HT), 10 treated hypertensive patients (HT-Tr), 14 with 
terminal heart failure (IC), and 17 patients after cardiac transplantation (TC). The 
anthropometric, hemodynamic and biochemical variables were determined for each 
subject. The control group was composed of ten healthy normotensive subjects, who 
w ere age and sex matched, with no established cardiovascular or renal diseases, and 
whose biochemical profile showed normal valúes.
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Inside the hypertensive patient's block, both the hypertensive and isolated 
hypertensive patients had not been previously treated with any anti-hypertensive 
drugs. Those patients in the treated group had received ACEIs or ARBs for a mínimum 
of a month prior to the sample collection date. All the patients underwent a complete 
clinical workup to rule out secondary hypertension. Serum biochemical profile, lipids, 
Urinary albumin excretion (UAE), office blood pressure and 24-hour ambulatory 
blood pressure were recorded in an outpatient setting. Ambulatory blood pressure 
was monitored on a regular working day using an oscillometric monitor (Spacelabs 
90202 or 90207) for following time points: 24 hours, or day and night period. On the 
basis of blood pressure, patients were classified as patients with isolated office 
hypertension when they had office hypertension and normal ambulatory blood 
pressure; or as hypertension when they had office and ambulatory hypertension. 
Patients with established cardiovascular or renal diseases were excluded. All the 
procedures were performed following the recommendations of the British 
Hypertension Society (Williams e ta l,  2004).

Those patients in the heart failure group were classified into the NYHA Class IV 
(The criteria committee of the NYHA, 1994) as having an advanced impairment of 
myocardial contractility. All the patients received pharmacological therapy for heart 
failure with diuretics, p-blockers, ACEIs or intravenous inotropic drugs according to 
their hemodynamic status. The patients with a severe concomitant pathology with 
contraindícate cardiac transplantation were excluded. Transplanted patients were 
included in a range of 14 to 471 days after transplantation. They all had normal 
hearts in the echocardiographic study, and right ventricle pressures were within the 
normal range and were treated by immunomodulator therapy. Those patients 
excluded from the study were those with hemodynamic instability, infection, 
depressed ventricular function during the echocardiography o ra  biopsy with any 
grade of rejection in the pathologic simple.

In both hypertensive and heart failure groups, clinical and echocardiographic 
data were obtained from patients within at least 24 hours of sample collection. 
Hemodynamic param eters were recorded in the same procedure. After enrolment, 
and according to the clinical criteria, all the patients received a non pharmacological 
treatm ent consisting of modérate salt restriction and a low-calorie diet if seen to be 
overweight. Blood samples (lOml) were anticoagulated with ethylene diamino 
tetraacetic acid (EDTA) in order to perform lymphocyte isolation, for which the 
Lymphoprep™ (for Control, HCA, HT and HT-Tr groups) or the Ficoll-Paque Plus (GE 
Healthcare) (for IC and TC groups) method was employed following the
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manufacture's conditions. Cell pellets were immediately stored at -80QC until further 
analysis.

The Ethical Committees of the Alzira Hospital, the "La Fe" Hospital of Valencia 
and the University of Valencia approved the study.

3 R e a l - t i m e  q u a n t i t a t i v e  RT-PCR

The different tissues, aorta, left ventricle and kidney, were rapidly frozen in liquid 
nitrogen. Frozen tissues were ground to powder in a m ortar and a piece of them was 
dissolved in TriPure Isolation Reagent (Roche Group; U.S.) and homogenized by 
vortexing 3 times for 15 seconds at ambiance temperature. Lymphocytes samples 
were homogenized by pipetting the dissolved pellets. Total RNA was obtained after 
chloroform extraction and isopropanol precipitation (following the m anufacturéis 
instructions), and was dissolved in diethyl pyrocarbonate (DEPC)-treated water. The 
integrity of the RNA samples was checked by electrophoresis in agarose gel, and RNA 
concentrations were estimated spectrophotometrically. As the thesis time advanced, 
methods improved, so samples were also quantified and analyzed by running 1 pg of 
each sample by microfluidic electrophoresis using the Experion™ automated 
electrophoresis system (Bio-Rad) following the manufacture's conditions.

Total RNA (1-2 pg) and oligo(dT)16 primer (250 ng) in DEPC-treated water were 
preheated to 70°C and cooled on ice for cDNA synthesis. The reactions (25 pl) 
contained 50 mM Tris -HC1 (pH 8.3), 75 mM KC1, 3 mM MgC12, 10 mM DTT, 40 U of 
RNAsin® Ribonuclease Inhibitor (Promega Corp., Madison USA), 2 mM of each 
deoxynucleoside triphosphate, and 300 U of Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 
Transcriptase (M-MLV RT), RNase H minus (Promega Corp., Madison, USA), and were 
incubated a t 42°C for 60 min. In order to improve the methodology, samples from the 
Wistar and L-NAME rats, and from the heart failure and cardiac transplantation 
patients, were employed using 500 ng of total RNA and oligo(dT)16 as a prim er (250 
ng) in DEPC-treated water, and were pre-heated to 70°C and cooled on ice for cDNA 
synthesis. The reactions (20 pl) contained ImProm-II™ reaction buffer, 3 mM MgCh, 
20 U of Recombinant RNAsin® Ribonuclease Inhibitor (Promega Corp., Madison 
USA), 0.5 mM of each deoxynucleoside triphosphate, and 1 pl of ImProm-II™ Reverse 
Transcriptase (Promega Corp., Madison, USA), and were incubated at 25QC for 5 min 
(annealing step), following by an extensión step at 42°C for 60 min and a final step at 
70SC for 15 min (Heat-inactivate).
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The mRNAs encoding the three ai-ARs subtypes ( c h a , a i B  and c c id ) ,  three p-ARs 
(Pi, P2 and P3), three GRKs (GRK2, GRK3 and GRK5), and glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) as an internal standard, were quantified by TaqMan® real- 
time RT-PCR with either a GeneAmp 5700 sequence-detection system (Applied 
Biosystems, US) or a GeneAmp 7500 Fast System (Applied Biosystems, USA). We 
analyzed (in duplicate reactions) a 10-fold dilution of the RT reaction of each tissue 
using TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, US). These TaqMan® 
Gene expression assays consist of a 20X mix of unlabeled PCR primers and a 
TaqMan® MGB probe (FAM™ dye-labeled) designed for the detection and 
quantification of specific genetic sequences in a two-step RT-PCR.

The twenty specific primer-probes for rats and humans are described in Table IV 
(page 110). They were pre-designed and optimized to offer high sensitivity and 
specifícity under universal thermal cycling conditions which provide high 
reproducibility. Probes were designed by Crossing the exon-exon junction, whenever 
possible, to elimínate the possibility of detecting genomic DNA contam inaron and to 
increase specific hybridization (TaqMan® Gene expression assays protocol, Applied 
Biosystems, US).

Real-time PCR reactions were set in 25 pl with TaqMan® Universal PCR Master 
Mix (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase; Applied Biosystems, US) including 5 pl of 
diluted RT reaction, and 1.25 pl of the 20X TaqMan® Gene Expression Assay Mix (250 
nM for the probe and 900 nM for each primer). cDNA was amplified following the 
manufacture's conditions: 1 initial Hold-step at 95QC for 10 min, a second step with 
40 cycles of 15 s at 95°C (denaturation), and a 1 min at 60°C (annealing/extension).

The threshold cycle (Ct) valúes obtained for each gene were referenced to GAPDH 
and converted into the linear form using the term  2 ACt as a directly proportional 
valué to the copy number of mRNA. GAPDH levels increased in the 16-week-old 
animals. To compare the mRNA levels of the target genes between strains, the 
expression was also assessed using the comparative (2 ACt) method, but in this case, 
the valué obtained for each gene in the WKY animals was used as a reference (Livak 
and Schmittgen, 2001). To compare the mRNA levels of the target genes of the 
groups, the expression was also assessed using the comparative method (2 MCt) with 
the healthy volunteers constituting the control group (Livak and Schmittgen, 2001).
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4  W e s t e r n  B l o t

To obtain total proteins, the frozen aortas were ground to powder in a m ortar 
and homogenized with a Microson XL 2000 Ultrasonic Liquid Processor in ice-cooled 
lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 150mMNaCl, 10% glycerol, 1.5mMMgC12, 0.1% 
SDS,1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1% Tritón X-100, 1% sodium deoxycholate) 
containing the protease inhibitor cocktail (Complete; Roche Applied Science, 
Indianapolis, IN). This was centrifuged at 16,000# for 15 min at 4°C. The protein 
concentraron was determined by the Bradford (1976) method (Bio-Rad, Hercules, 
CA).

Protein extracts (50 pg for GRK2 and 150 pg for adrenoceptors) were loaded 
onto the 10% SDS-poIyaciylamide gels according to Laemmli (1970), and the 
electrophoresed proteins were transferred to polyvinylidene difluoride membranes 2 
h at 375 mA using a liquid Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell system (Bio- 
Rad). Membranes were blocked in 6% nonfat dried milk in phosphate-buffered saline 
containing 0.1% Tween 20 for 1 h a t room tem perature with gentle agitation. 
Membranes were washed and then incubated with a goat or rabbit polyclonal 
antibody against ARs or GRK2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA) and with rabbit 
Anti-Actin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) as a loading control diluted in blocking 
solution at 4°C ovemight. The dilutions and m anufacturéis references are detailed in 
Table V (page 114). Membranes were then washed three times, incubated with either 
the rabbit anti-goat IgG horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody 
(Jackson Immuno-Research Laboratories Inc., West Grove, PA) or the donkey anti- 
rabbit IgG horseradish peroxidase conjugated (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) 
for 50 min at room tem perature and washed extensively before incubation with an 
enhanced chemiluminescence Western blotting detection reagent (GE Healthcare).

After incubation with ECL® western blotting detection reagent (Amershan 
Bioscience), bands were immediately documented with an Autochemi™ Biolmaging 
System using the Labworks 4.6 capture software (Ultra-Violet Products Ltd., 
Cambridge, UK). The quantification of the western blotting experiments was 
performed by optic densitometry by taking the integrated optic density (IOD) valué. 
The results were normalized and expressed as the ratio to actin IOD.
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5  F u n c t i o n a l  s t u d y  i n  i s o l a t e d  o r g a n  b a t h

The ra t aorta was suspended in a 10 mi organ bath containing physiological 
solution, maintained at 37SC and gassed with 95% O2 and 5% CO2. An initial load of 1 
g was applied to each preparation and maintained throughout a 75-90 min 
equilibration period. Tensión was recorded isometrically by Grass FT03 force- 
displacement transducers, and the data were recorded on a disc (MacLab). The 
composition of the physiological Ca2+-containing solution was (mM]: NaCl 118, KC1 
4.75, CaCl2 1.8, MgCl2 1.2, KH2PO4 1.2, NaHC03 25 and glucose 11. In Ca2+-free 
solution, CaCh was omitted and EDTA (0.1 mM] was added.

The addition of cumulative doses of Phe (lO-9 to 10 s M] was carried out until a 
maximal response was reached (Emax). The concentration [-log (molar)] needed to 
produce a 50% contraction (pEC50) was obtained from a nonlinear regression plot 
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). After agonist removal from the tissue bath, 
we also analyzed the kinetics of tissue relaxation. For this purpose, the washing 
procedure was carried out by totally replacing the bathing solution with three 
repeated washes within the first 30 s and with two other repeated washes every 5 
min in all cases.

Relaxation-response curves to (3-AR agonists [isoprenaline (1 0 10 to 1 0 4 M), 
SR58611A (1 0 10 to lO 4 M), Salbutamol (10 10 to 10 4 M)] or ai-AR antagonists [BMY 
7378 (10*9 to lO 4 M) or 5-methylurapidil (10‘9 to 10 4 M)] were performed by adding 
cumulative concentrations to the vessels in which the sustained contractions had 
been induced by a maximal concentration of phenylephrine (10 6 M). All the protocols 
are described in Image 12 (page 117).

The concentration [-log (molar)] needed to either produce 50% relaxation 
(pEC50) or inhibit 50% of the maximal contractile response (pIC50) was obtained 
from a nonlinear regression plot, and the data of the mean curve were fitted to one- 
or two-site models (GraphPad Software Inc.), as described previously (Marti et ai, 
2005).

6  STATISTICAL ANALYSIS

The results are presented as the mean ± S.E.M. for n determinations obtained 
from the different animals. A statistical analysis was performed by a two-way analysis 
of variance, followed by a Student's t-test for unpaired samples or by the Dunnett
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m últiple com parison te s t [GraphPad Software Inc.). Significance w as defíned as P < 
0.05. ■

Simple linear regression analyses w ere em ployed to establish the associations 
betw een the gene expression and the clinical variables following the Pearson te s t 
(Graph Pad Software). Statistical significance was considered to be P < 0.05.

R e s u l t s

The results of the presen t thesis a ttem pt to  respond to  tw o key points: 1) 

w hether the changes in the genetic expression of a i-  and p-ARs, and GRKs associated 
w ith the  changes in th e ir functional role accom panying two cardiovascular diseases, 
hypertension and heart failure, are the cause or the consequence of them; 2 ) w hether 
hum an peripheral blood lymphocytes reflect the changes in several tissues in the 
cardiovascular system  like vessels, heart o r kidney, relate w ith these pathologies; and 
doing these analysis, w henever possible, from a gender differentiation perspective.

Next we show  the results obtained in two anim als hypertension models, and  in 
hum an models of both hypertension and heart failure a t several stages of each 
disease {for the Results section, see the Tables and Figure Usted below).

1 Ta b l e Legends

T able VI. Hemodynamic constants from young and adult rats. Page 123

T ab le  VII. Param eters of the concentration-response curves of contraction to 
phenylephrine and the maximal contraction obtained w ith a depolarizing solution (80 
mM KC1) in the aortas isolated from young and adult WKY rats. Page 142

T ab le  VIII. Param eters of the  concentration-response curves of relaxation obtained 

by the addition of p-adrenergic agonists (Isoprenaline and SR58611A) to aortas, 
isolated from young and adult WKY rats, precontracted  by phenylephrine. P age 143
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T ab le  IX. Param eters of the concentration-response curves of contraction to  
phenylephrine and the maximal contraction obtained w ith a depolarizing solution (80 
mM KC1) in the aortas isolated from young WKY and SHR animals. Page 144

T ab le  X. Param eters of the  concentration-response curves of relaxation obtained by 

the addition of p-adrenergic agonists (Isoprenaline and SR58611A) to aortas, isolated 
from young WKY and SHR animals, precontracted  by phenylephrine. Page 145

T ab le  XI. Param eters of the concentration-response curves of contraction to  
phenylephrine and the maximal contraction obtained w ith a depolarizing solution (60 
mM KC1) in the aortas isolated from adult WKY and  SHR animals. Page 147

T ab le  XII. Param eters of the  concentration-response curves of relaxation obtained by 
the addition of a i-ad renerg ic  antagonists (5-MU and BMY 7378) to  aortas, isolated 
from adu lt WKY and SHR animals, precontracted  by phenylephrine. Page 147

T ab le  XIII. Param eters of the concentration-response curves of relaxation obtained 

by the addition of p-adrenergic agonists (Isoprenaline and  SR58611A) to aortas, 
isolated from adult WKY and SHR animals, precontracted by 
phenylephrine. Page 149

T ab le  XIV. Param eters of the concentration-response curves of contraction to 
phenylephrine and the maximal contraction obtained w ith a depolarizing solution (80 
mM KC1) in the aortas isolated from adult W istar and LNHR animals. Page 151

T ab le  XV. Param eters of the concentration-response curves of relaxation obtained by 

the addition of p-adrenergic agonists (Isoprenaline and Salbutamol) to aortas, 
isolated from adult W istar and LNHR animals, precontracted by 
phenylephrine. Page 152

T ab le  XVI. Demographic and anthropom etric characteristics of the  study population. 
P age 153

T ab le  XVII. Demographic and anthropom etric characteristics of the  study population 
divided by cardiovascular pathology. Page 154

T ab le  XVIII. Hemodynamic and biochemical characteristics of the hypertensive 
patien t groups. Page 155

T ab le  XIX. Clinical characteristics of the heart failure patients. Page 157
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Table XX. Clinical characteristics of the transplanted  patients. Page 158

2 Figure Legends

Figure 1. Comparative analysis ofthe hemodynamic constants between the 
different animal models of hypertension (A and B), and linear regression 
between the PAS and cardiac hypertrophic levels in LNHR animals (C). Valúes 
expressed as the average of mmHg (PAS) (A) and % of increase of m g/g  (h eart/b o d y  
w eight ratio) (B) ± S.E.M. of n=8-25 animals according to  each group, indicated in the 
parentheses in th e  graph. *** P < 0.001 vs. W istar, ###P < 0.001 vs. WKY, following 
the Student's t-test. (C) Valúes expressed as m g/g. The solid line represen ts a 
signifícant correlation. Page 124

Figure 2. mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the aortas of young 
and adult WKY rats. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene 
and expressed as th e  average of 2 ACt ± S.E.M. of n=4-6 different animals. * P < 0.05 vs. 
WKY, following the  Student's t - te s t  Page 126

Figure 3. mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the aortas of young 
pre-hypertensive rats (SHR) and their Controls (WKY). Valúes w ere norm alized 
using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as the  average of 2 ACt ± S.E.M. of 
n=4-6 different animals. * P < 0.05 vs. WKY, following the  Student's t-test. Page 127

Figure 4. The mRNA expression levels of GAPDH in different tissues from 
hypertensive adult rats. Valúes w ere norm alized using the average valué of GAPDH 
expression levels in WKY/Wistar ra ts and expressed as the  average of 2 ACt ± S.E.M. of 
n=4-6 different animals. ** P < 0.01 vs. WKY/Wistar, following the S tudent's t- 
test. Page 128

Figure 5. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the aortas of 
hypertensive adult rats (SHR) and their Controls (WKY). (A) Valúes w ere 
norm alized using GAPDH as a housekeeping gene; (B) Valúes w ere norm alized using 
the average valué of the  GAPDH expression levels in WKY. In both cases, valúes w ere 
expressed as the average of 2 ACt ± S.E.M. of n=4-6 different animals. * P < 0.05, ** P < 
0.01, *** P < 0.001 vs. WKY, following the  Student's t-test. Page 129

Figure 6. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the aortas of 
hypertensive adult rats under L-NAME (LNHR) treatment and their Controls 
(Wistar). Valúes w ere  norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and
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expressed as the average of 2 ACt ± S.E.M. of n=3-5 different animals. * P < 0.05, ** P < 
0.01 vs. WKY following the Student's t-test. Page 130

Figure 7. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the left ventricle 
of young and adult WKY rats. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a 
housekeeping gene and expressed as the  average of 2 ACt ± S.E.M. of n=4-6 different 
animals. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. 6  weeks following the Student's t-test. Page 131

Figure 8. The expression levels of the ARs and GRK2 in the left ventricle of 
young pre-hypertensive rats (SHR) and their Controls (WKY). Valúes w ere 
norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as the  average of 2* 
ACt ± S.E.M. of n=4-6 different animals. * P < 0.05 vs. WKY following the Student's t- 
test. Page 132

Figure 9. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the left ventricle 
of hypertensive adult rats (SHR) and their Controls (WKY). Valúes w ere  
norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as the average of 2- 
ACt ± S.E.M. of n=4-6 different animals. * P < 0.05 vs. WKY following the Student's t- 
test. Page 132

Figure 10. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the left ventricle 
of hypertensive adult rats under L-NAME (LNHR) treatment and their Controls 
(Wistar). Valúes w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and 
expressed as the average of 2 ACt ± S.E.M. of n=3-5 different animals. * P < 0.05, ** P < 
0.01 vs. WKY following the Student's t-test. Page 133

Figure 11. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in kidneys of young 
and adult WKY rats. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene 
and expressed as the  average of 2 ACt ± S.E.M. of n=4-6 different animals. ** P < 0.01, 
*** P < 0.001 vs. 6  w eeks following the Student's t-test. Page 134

Figure 12. The expression levels of the ARs and GRK2 in kidneys of young pre- 
hypertensive rats (SHR) and their Controls (WKY). Valúes w ere  norm alized using 
GAPDH as a housekeeping gene and expressed as the average of 2 ACt ± S.E.M. of n=4- 
6  different animals. * P < 0.05, *** P < 0.001 vs. WKY following the Student's t- 
test. Page 135

Figure 13. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in the left ventricle 
of hypertensive adult rats (SHR) and their Controls (WKY). Valúes w ere 
norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as the average of 2-
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ACt ± S.E.M. of n=4-6 d ifferent animals. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. WKY following the 
Student’s t-test. Page 136

Figure 14. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in kidneys of 
hypertensive adult rats under L-NAME (LNHR) treatment and their Controls 
(Wistar). Valúes w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and 
expressed as the average of 2*ACt ± S.E.M. of n=3-5 different animals. * P < 0.05, ** P < 
0.01 vs. WKY following the Student's t-test. Page 137

Figure 15. The mRNA expression levels of the ARs and GRK2 in peripheral blood 
lymphocytes of hypertensive adult rats (SHR) and their Controls (WKY). Valúes 
w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as the average 
of 2 ACt ± S.E.M. of n=3-6 different animals. *** P < 0.001 vs. WKY following the 
Student's t-test. Page 138

Figure 16. Western Blot and densitometric analysis of the protein expression in 
the aortas of young WKY and SHR rats. Representative images of 3 experim ents. 

Valúes w ere norm alized using p-Actin as a load control and expressed as the ratio of 
the im m unodetectable pro tein  (n=3). * P < 0.05 vs. WKY following the Student's t- 
test. Page 139

Figure 17. Western Blot and densitometric analysis of the protein expression in 
the aortas of adult WKY and SHR rats. Representative images from 3 experim ents. 

Valúes norm alized using p-Actin as load control and expressed as the ratio of 
inm unodetectable protein  (n= 3).* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 vs. WKY, 
following the Student t  test. Page 140

Figure 18. Western Blot and densitometric analysis of the protein expression in 
aorta of adult Wistar and LNHR rat. Representative images of 3 experim ents. 

Valúes w ere norm alized using p - Actin as a load control, expressed as the ratio  of the 
im m unodetectable protein  (n=3). * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. W istar, following the 
Student's t-test. Page 141

Figure 19. Cumulative concentration-response curves of relaxation by selective 
P-adrenergic agonists: Isoprenaline (A) and SR58611A (B) on the
phenylephrine-induced contraction in young rats. Experiments w ere carried out 
in the aortas obtained from  young SHR and WKY rats. Valúes w ere expressed as the 
average ± S.E.M. of n=4-8 experim ents. Page 145
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Figure 20. (A) Cumulative concentration-response curves of contraction by 
Phenilefrine. (B) Time course of the decay in the maximal contractile response 
to phenylephrine after removal of the agonist in adult rats. Experim ents w ere 
carried out in aortas obtained from adult ra ts  SHR and WKY. Valúes expressed as the 
average ± s.e.m. of n = 4 - 8  experim ents. Page 146

Figure 21. Cumulative concentration-response curves of relaxation by selective 
ai-adrenergic antagonists: 5-MU (A) and BMY 7378 (B) on the phenylephrine- 
induced contraction in adult rats. Experim ents w ere carried ou t in the  aortas 
obtained from adult SHR and WKY rats. Valúes w ere expressed as the  average ± S.E.M. 
of n=4-8 experim ents. Page 148

Figure 22. Cumulative concentration-response curves of relaxation by selective 
P-adrenergic agonists: Isoprenaline (A) and SR58611A (B) on the
phenylephrine-induced contraction in adult rats. Experim ents w ere carried  ou t in 
the aortas obtained from adult ra ts SHR and WKY. Valúes w ere expressed as the 
average ± S.E.M. of n=4-8 experim ents. Page 149

Figure 23. (A) Cumulative concentration-response curves of contraction by 
Phenilefrine. (B) Time course of the decay in the maximal contractile response 
to phenylephrine after removal of the agonist in adult rats. Experim ents w ere 
carried out in the  aortas obtained from hypertensive adult ra ts (LNHR) and the ir 
Controls (W istar). Valúes w ere expressed as the  average ± S.E.M. of n=17-19 
experim ents. Page 150

Figure 24. Cumulative concentration-response curves of relaxation by selective 
P-adrenergic agonists Isoprenaline (A) and Salbutamol (B) on the 
phenylephrine-induced contraction in adult rats. Experim ents w ere carried ou t in 
the  aortas obtained from adult rats, LNHR and th e ir Controls (W istar). Valúes w ere 
expressed as the average ± S.E.M. of n=4-7 experim ents. Page 151

Figure 25. The mRNA expression levels of the ARs and GRKs in human 
peripheral blood lymphocytes from healthy volunteers. Valúes w ere norm alized 
using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as the average of 2 ACt ± S.E.M. of 
n=7-10. Page 159

Figure 26. The mRNA expression levels of ARNm of the ARs and GRKs in the 
human peripheral blood lymphocytes from healthy volunteers and patients 
with cardiovascular pathologies. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a
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housekeeping gene and expressed as 2 ACt for n= 7 -l studied patients. (•) Men, (•) 
Women. Page 160

Figure 27. Comparative analysis of the mRNA expression levels of aiB-AR (A) 
and aiD-AR (B) in the human peripheral blood lymphocytes in different 
cardiovascular pathologies. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a 
housekeeping gene and com pared w ith the control group (healthy volunteers). Data 
were expressed as th e  average of 2 AACt ± S.E.M. of n=5-15 depending on each group. 
N.D. not determ ined, * P < 0.05 vs. the control group following the Student's t-test for 
independent variables. Page 162

Figure 28. Comparative analysis of the mRNA expression levels of Pi-AR (A) and 
fh-AR (B) in the human peripheral blood lymphocytes in different 
cardiovascular pathologies. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a 
housekeeping gene and com pared w ith the  control group (healthy volunteers). Data 
were expressed as the average of 2 MCt ± S.E.M. of n=5-15 depending on each group. * 
P < 0.05, ** P < 0.01 vs. the  group control, #P < 0.05 vs. IC, following the Student’s t- 
test for the  independent variables. Page 163

Figure 29. Comparative analysis of the mRNA expression levels of GRK2 (A), 
GRK3 (B) and GRK5 (C) in the human peripheral blood lymphocytes in different 
cardiovascular pathologies. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a 
housekeeping gene and com pared with the control group (healthy volunteers). Data 
were expressed as the  average of 2 AACt ± S.E.M. of n=5-15 depending on each group. * 
P < 0.05, *** P < 0.001 vs. the  group control, ### P < 0.001 vs. IC, following the 
Student's t-tes t for independent variables. Page 164

Figure 30. Linear regression between the mRNA expression levels of Pi-AR in 
human lymphocytes and body weight (A), and body mass índex valúes (IMC) 
(B). Valúes w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 
2 ACt for the  n=14-41 studied patients. (•) Men, (•) Women, black line (the whole 
population), continuous line (significant correlations). Page 165

Figure 31. Linear regression between the mRNA expression levels of aiB-AR in 
human lymphocytes and diurnal arterial blood pressure (PA). Valúes w ere 
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2 ACt for the n=19 
studied patients. (•) Men, (•) Women, continuous line (significant correlations). The 
upper and low er valúes of each graph rep resen t systolic (solid circles) and depict 
dasto lic  (em pty circles) blood pressures, respectively. Page 166
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Figure 32. Linear regression between the mRNA expression levels of fc-AR in 
human lymphocytes and 24-h diastolic blood pressure (PAD). Valúes were 
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2*ACt for the n=40 
studied patients. (•) Men, (•) Women, black line (the whole population), continuous 
line (significant correlations). Page 167

Figure 33. Linear regression between the mRNA expression levels of GRK3 in 
human lymphocytes and diurnal and nocturnal systolic (A) and diastolic (B) 
blood pressures. Valúes were normalized using GAPDH as a housekeeping gene and 
expressed as 2 ACt for the n=40 studied patients. (•) Men, (•) Women, black line (the 
whole population), continuous line (significant correlations). The upper and lower 
valúes of each graph represent the systolic (solid circles) and diastolic (empty circles) 
blood pressures, respectively. Page 168

Figure 34. Linear regression between the mRNA expression levels of fr-AR in 
human lymphocytes and diurnal heart rate (FC). Valúes were normalized using 
GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2*ACt for the n=26 studied patients. 
(•) Men, (•) Women, black line (the whole population), continuous line (significant 
correlations). Page 169

Figure 35. Linear regression between the mRNA expression levels of aiB-AR in 
human lymphocytes and plasmatic Homocystein levels. Valúes were normalized 
using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2 ACt for the n=16 studied 
patients. (•) Men, (•) Women, black line (significant correlation of the whole 
population). Page 170

Figure 36. Linear regression between the mRNA expression levels of <xid-AR in 
human lymphocytes and plasmatic aldosterone levels. Valúes were normalized 
using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2 ACt for the n=19 studied 
patients. (•) Men, (•) Women, black line (significant correlation of the whole 
population). Page 171

Figure 37. Linear regression between the mRNA expression levels of GRK5 in 
human lymphocytes from heart failure patients and plasmatic bilirubin levels.
Valúes were normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2 ACt 
for the n=14 studied patients. (•) Men, (•) Women, black line (the whole population), 
continuous line (significant correlations). Page 172
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Figure 38. Comparative analysis of the urinary albumin excretion (EUA) levels 
among healthy volunteers (controls), patients with isolated office hypertension, 
hypertensive patients, and hypertensive patients treated with AICEs or 
ARABs. M icroalbuminuria was defined as EUA=30-300 m g/24h  (valúes above dotted 
line). (•) Men, (•) Women. Page 173

Figure 39. Linear regression between the mRNA expression levels of Pi-AR in 
human lymphocytes from normo* and microalbuminuric patients and Urinary 
Albumin Excretion (EUA) valúes (A) and their logarithmic transformation, 
LogEUA (B). Valúes w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and 
expressed as 2 ACt for the  n=9-32 studied patients. (•) Men, (•) Women, black line (the 
whole population), continuous line (significant correlations). In the  upper graph (A), 
he m icroalbum inuric patients EUA valúes are shown. In the  low er graph (B), the 
m icroalbum inuric (solid circles) and norm oalbum inuric (em pdy circles) patients 
LogEUA valúes are represented. A discontinuous line rep resen ts the  total analysis of 
both the norm o- and microalbum inuric populations (non significant 
correlation). Page 174

Figure 40. Linear regression between the mRNA expression levels of p-ARs and 
the GRKs in human lymphocytes from transplanted patients and time after 
transplantation. Valúes w ere norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and 
expressed as 2 ACt for the n=17 studied patients. A continuous line represents 
significant correlations. (•) Men, (•) Women. Page 176

Figure 41. Linear regression between the mRNA expression levels of ARs as and 
GRKs in human lymphocytes: A) aiB-AR vs. GRKs; B) am-AR vs. GRKs. Valúes 
norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2 ACt for the n = 
15-25 studied patients. (•) Men, (•) Women. Page 178

Figure 42. Linear regression between the mRNA expression levels of ARs and 
GRKs in human lymphocytes: A) Pi-AR vs. GRKs; B) P2-AR vs. GRKs. Valúes w ere 
norm alized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 2-ACt for the 
n=55-70 studied patients. (•) Men, (•) Women, black line (the whole population), a 
continuous line (significant correlations). Page 179
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D i s c u s s i o n

1 Expression of ARs and  GRKs in different tissues

Our first objective was to analyze the basal mRNA levels of the six ARs subtypes 

(c iiA , a iB ,  a iD ,  Pi, P2, P3) and th ree  GRKs (GRK2, GRK3, GRK5) in several tissues and 
cells im plicated in the m aintenance of cardiovascular hom eostasis: heart, kidney, 
blood vessels and lymphocytes.

We detected mRNA levels for all the genes in each tissue analyzed, bu t in 
different proportions. It is firstly im portan t to em phasize the m ajority expression and 

functional role of c x i d - A R s  in the aorta, corroborating previous functional evidence 
(Gisbert e ta l,  2000; Marti e ta l ,  2005), and secondly the unexpected results obtained 

w ith p-ARs, the  higher levels of mRNA for P3-AR, followed by Pi-AR and a slight 

expression of P2-AR. Although a quantitative determ ination of mRNA for the different 

P-adrenoceptors has not been system atically perform ed before in ra t aortas, these 

results contrast w ith classic pharmacological studies th a t attribu te  the p-mediated 

relaxant response in vessels to P2-AR (Guimaraes and Moura, 2001). Furthermore; 

they coincide w ith  the m ore recen t evidence of Pi- (Chruscinski e ta l ,  2001) and P3- 
ARs playing a role in the ra t ao rta  (Trochu e t al, 1999; Rautureau e t al, 2002). 
However, the m ajor expression of the P3 subtype in the aorta  does no t implicate its 
localization in vascular sm ooth muscle cells. Instead as previous results from our 

laboratory indicate, Pi is the m ain subtype expressed in the sm ooth muscle cells 

isolated from aortas (Pérez-Aso, 2010), while P3 is only presen t at low levels. Then, it 

w ould be in teresting  to determ ínate the cell type of this vessel in which the Pj 
subtype is expressed in a h igher proportion, and its main functional role.

W hen we observed the mRNA levels in left ventricle, the main ai-AR was the a u  
subtype, as previously described (Graham e t al, 1996). According to its functional 

role and previous bibliography, the m ain p-AR w as the Pi subtype (66-83%  

depending on the  ra t group), followed by P2 (17-33% ) (Brodde, 1991) and P3 a t a 

low er level (0.7-0.1%) (Gauthier e t a l, 1996). In kidneys, w e found th a t the a u  

subtype is the m ain ai-AR, followed by aiA and aiD, as previously described (Graham 

e t al, 1996). Their physiological role still rem ains unclear, bu t it seem s th a t the a u  

subtype could m edíate renal tubu lar sodium  and w ater reabsorption in rats 

(Elhawary and Pang, 1994), and th a t aiA and aiD m edíate the vascular contraction of 

the distal and proxim al renal arteries, respectively (Elhawary e ta l ,  1992; Villalobos-
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Molina et al, 1997). The main p-AR was the Pi subtype, as ascertained by its main 
function, th a t of controlling renin secretion (Osborn etal., 1981; Lakhlani eta l, 1994), 

followed by P2 and subtype P3 in a low er proportion.

On the o ther hand, we analyzed mRNA levels for the ARs and GRKs in circulating 
lymphocytes from hum an and adult rats. According to  previous publications, the 

presence of ai-ARs in lymphocytes is not clear (Casale et ai, 1984; Heijnen et al., 
1996; Rouppe van der Voort e ta l, 1999; Ricci e ta l, 1999; Tayebati eta l, 2000), but 

the  presence of P2 as the main AR has been assum ed by m ost authors (Tayebati eta l, 
2000; Veglio etal., 2001; Kin and Sanders, 2006; Yu etal., 2007). Our results obtained 
using real-tim e quantitative RT-PCR confirm the previous data acquired by a semi- 

quantitative method, and dem ónstrate the coexistence of the th ree  p-AR subtypes (Pi, 

P2 and P3) in hum an lymphocytes (Yu et al., 2007). The highest level of expression was 

th a t of P2, followed by th a t of Pi, which was significantly lower, and finally tha t of P3 

was practically undetectable. Similar results w ere  obtained w hen analyzing ra t 

lymphocytes, w here P2 was the main AR subtype (Loveland et al., 1981). P2-AR was 
described by o ther authors as the AR responsible for the communication betw een the 
nervous and im m une systems, and as being implicated in cytokine secretion, cellular 
proliferation and differentiation (Kohm and Sanders, 2001; Kin and Sanders, 2006). 

In hum an lymphocytes, we detected both a i D -  and c x i b - A R s  a t a low er expression level 
in accordance with the literature (Ricci et al, 1999; Tayebati et al, 2000). It is 
im portan t to stress th a t we only detected mRNA levels for the ai-ARs in a small group 
of hum an sam ples due to methodological problem s in relation to the lower 

expression levels for these ARs. apARs w ere no t detected in ra t lymphocytes. The 

implication of ai-ARs in the regulation/activation of the im m une cell has not been 
well defined (Kavelaars, 2002). Human lymphocytes expressed not only GRK2, but 
also GRK3 and GRK5, as previously described (Dzimiri et al., 2002; Iaccarino et al., 
2005; Hata e ta l, 2006), w here GRKs w ere implicated in the regulation of m igration 
and inflammation (Vroon etal., 2004a; P rem o n tetal., 2007).

Although the th ree  GRKs share certain characteristics, they  are distinct non 
redundant enzymes w ith specific functional and regulatory properties (Opperm ann et 
al, 1996; Bunemann and Hosey, 1999; Penela e ta l, 2006). While the role of GRK2 in 

the regulation of p-ARs has been extensively studied, the specificities of the o ther 
isoforms for hum an GPCRs are unclear. Previous studies in mice reveal th a t the 
m yocardium -targeted overexpression of GRK2 and GRK5 results in the attenuation of 

the contractile response to p-AR, w hereas the cardiac overexpression of GRK3 is 

characterized by norm al p-AR activity (Vinge et al., 2008), suggesting a specific
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desensitization of cardiac p-ARs (mainly the  Pi subtype) which is m ediated by GRK2 
and GRK5, b u t no t by GRK3. Despite the controversy, o ther authors suggest th a t both 

GRK3 and GRK5 could regúlate cardiac o i i b - A R  (Rockman e t al., 1996; Eckhart e t al., 
2000; Vinge etal., 2008). These results open new  fields to investígate which specific 
GRK regulates each AR subtype in accordance w ith the cellular type o r pathological 
state, and it w ould be in teresting  to know which pathw ays could be altered  in these 
cells or pathologies.

W ith this purpose in mind, linear regressions w ere established betw een the 
mRNA levels of ARs and GRKs in hum an lym phocytes by assum ing th a t the existence 
of significant correlations would indícate a specific activity of each GRK in the 
regulation of a given AR. In hum an lymphocytes, w e found significant correlations 

betw een Pi-AR/GRK5, and P2-AR/GRK2  and GRK3. These results indícate th a t GRK5 

could be responsible for Pi-AR regulation, while P2 depends on GRK2 and GRK3, as 
previously described (Benovic etal., 1987, 1991; Freedm an etal., 1995; Rockman e t 
al., 1996; Bünem ann etal., 1999; Eckhart etal., 2000; Vinge etal., 2008). Moreover, 
this relationship suggests th a t the changes in the  GRKs expression relate to the 
changes in p-ARs. Therefore, it is necessary to carefully in te rp re t those isolated GRKs 

determ inations th a t are  no t accom panied by a sim ilar p-AR analysis.

2 Changes in the expression and  functionality of 

ARs AND GRKs WITH AGE: MATURATION

M aturation and aging are  associated w ith a variety  of alterations in the 
cardiovascular function, bu t the  origin of these changes needs to be clarified 
(Docherty, 1990). We analyzed changes in the  expression and functionality of ARs 
and GRK2 in the  m aturation process of WKY ra ts  aged betw een 6 (young im m ature) 

and 16 (young-adult) weeks. We found th a t the expression of aiD-AR lowered in ra t 
aortas, which could be responsible for the  low er potency of phenylephrine [pECso 
(6wo) = 8.38 ± 0.34 vs. pECso (16wo) = 7.70 ± 0.08*], thus corroborating previous 
results reported  by o ther au thors who described a low er potency of NA accompanied 
by a low er intracellular calcium and IP3 signal (Gurdal e t al., 1995). Moreover, our 

results indícate a drop in the P3-AR expression th a t is not accom panied by reduced 
potency of e ither Isoprenaline or SR58611A (which significantly increased). This 
suggests th a t the  changes noted in the expression of this subtype could take place in a 
cell type th a t is not directly implicated in vascular tone control. According to o ther
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authors, an im pairm ent of p-adrenergic vasodilatation would not appear until 
advanced ages and w ould relate to aging (Baloglu e ta l ,  2007).

It has been established th a t the im pairm ent of cardiac p-adrenergic activity is due 

to  age (Abrass e t al., 1982), bu t w hether these changes are  due to either a decrease in 
expression or an im pairm ent of the activation process rem ains unknow n (Brodde and 

Leineweber, 2004). Our results indícate a decrease in the  expression levels of Pi-AR 
in the left ventricle of adult WKY rats, according to  previous results in both hum an 
and ra t hearts in an advanced aging State (W hite e t al., 1994; Cerbai e t ai, 1995; 
Dobson e t ai, 2003; Li e t a l, 2009). This change appears only in hearts and not in 
vessels, which could be a response to a specific change in this tissue and not to a 
general change in the organism. In accordance w ith this hypothesis, we found 

significant correlations betw een age and the mRNA expression levels of Pi-AR in 
hum an explanted hearts (unpublished results), bu t not in lymphocytes.

Despite the evidence published about the age-related changes in ai-ARs being 

controversial, our resu lts indícate a reduction of the cardiac and renal aiD subtype 
during the m aturation process, according to previous observations (Miller e t al., 
1996; Passm ore etal., 2005; Cao and Li, 2009), which probably relate to changes in th  
expression of renal o r heart vessels, bu t the physiological m eaning of this drop in 
expression needs to be clarified. We also observed an increase of the cxia subtype in 
the heart, which could relate to either its cardioprotector effect o r the  m odulation of 
the physiological grow n process, as o ther authors have suggested (O'Connell e t al., 
2003; Du etal., 2004; Huang e ta l,  2007; Woodcock etal., 2008), and fínally w e saw a 

decreased expression of the aiB subtype in both the heart and kidney, w here this is 

the main subtype. The low er expression of renal aiB-AR could be related  to changes in 
the tubular sodium reabsorbation process (Guillery e t al., 1994; Elhawary and Pang, 
1994), bu t this needs to be clarified. This reduction in sodium reabsorbation, th a t 
appears a t an early stage of the m aturation process (Boer e ta l,  2005), could also be 
related  to a reduction of the  GRK2 expression, as w e have found and as o ther authors 
have previously suggested [Dinudom etal., 2004).
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3 E x p r e s s i o n  o f  t h e  ARs a n d  GRKs in  h u m a n

LYMPHOCYTES AND CARDIOVASCULAR RISK

If we consider the  different cardiovascular risk  factors, w e know  th a t age is the 
main factor involved, b u t th a t hypertension comes second. Obesity, on the  o ther hand, 
along w ith intolerance to glucose, diabetes and alterations of the  lipid profile, are 
factors th a t determ ine the appearance of cardiovascular problem s in both  men and 
women. In addition, it is necessary to evalúate cardiovascular risk from  a gender 
perspective. By seeking this evidence, we firstly considered analyzing the  expression 
of the ARs and GRKs related  to  the  factors im plicated in cardiovascular risk  such as 
gender, age, body m ass index, and  o ther clinical param eters relating to  d iabetes and 
dyslipemic State. In the  following section, w e focus on analyzing the  changes noted in 
the  ARs and GRKs in hypertension.

We found no significant gender-related  changes betw een the  mRNA levels of the 
ARs and GRKs in hum an lymphocytes, bu t we did not rule ou t the  possibility th a t 
gender-related changes appear in a specific organ, and there  w ere  no general changes 
reflected in circulating lymphocytes. Accordingly, no age-related differences in the 
expression of ARs w ere found in hum an lymphocytes, although th ere  w as a significant 
and inverse correlation betw een the mRNA levels of Pi-AR and age in the  hum an left 
ventricle (results obtained in ou r laboratory).

Irrespectively of age and cardiovascular disease, w e found a significant and 

inverse correlation betw een Pi-AR and w eight and, consequently, w ith body m ass 
index, which appeared  in both m en and wom en. This correlation could be related  to 

the role of the Pi subtype in the  control of lypolisis and therm ogenesis (Lafontan and 
Berlan, 1993; Barbe e t a l, 1997; Schiffelers e t a l, 1999; Ohshiro e t al., 2008), thus 

providing new  evidence for those w orks th a t relate increased Pi activity to w eight 
loss (H yltander etal., 2000) o r to  resistance to obesity (Soloveva etal., 1997). These 

results suggest new  evidence to  study the  possible role of Pi-AR in obesity and its 

treatm ent. The low mRNA levels detected  for subtype P3 in hum an lymphocytes 
enable us to perform  a sim ilar analysis. No significant correlations w ere found w hen 
com paring the mRNA levels of ARs and GRKs in hum an lym phocytes and for o ther 
clinical variables relating to diabetes or dyslipidemia, which are  sum m arized in Table 
XVIII (page 175). Therefore, we did no t establish a relationship betw een  lymphocytic 
ARs or GRKs and these cardiovascular risk  factors.
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4  CHANGES IN THE EXPRESSION AND FUNCTIONALITY OF 

THE ARS AND GRKS IN HYPERTENSION

As m entioned previously, hypertension is one of the m ost im portant 
cardiovascular risk factors, and the relationship betw een blood pressure valúes and 
strokes is well established. Moreover, essential hypertension relates to the 
overactivity of the  sym pathetic nervous system  which leads to  an increase of vascular 
resistance. This vascular resistance could be caused by an imbalance betw een 
vasodilator and vasoconstrictor mechanisms. According to this hypothesis, our 
research  group and  o ther authors have found th a t the  increased functional role of 

aiD-ARs is one of the  changes involved in hypertension (Villalobos-Molina etaL, 1999; 
Gisbert e t ai, 2002; Tanoue e t a l 2002a, 2002b; Ziani e t al., 2002; D'Ocon, 2003; 
Lyssand e t a i, 2008). However, the origin of this change rem ains unknown. On the 

o ther hand, o ther au thors have shown an im pairm ent of p-adrenergic-m ediated 
vasodilatation (Borkowski e t ai, 1992) relating to an increase in GRK2 activity 
(Feldm an and Gros, 2006). To date however, nobody has undertaken a parallel 
analysis of the changes in the  expression of ARs and GRKs in relation to hypertension.

For this purpose, w e analyzed these changes in the expression and functionality 
of the ARs and GRKs in a hum an hypertension model (lymphocytes from hypertensive 
patients) and in tw o anim al models of hypertension (spontaneously hypertensive 
rats, SHR; and hypertensive rats induced by inhibition of NO w ith L-NAME treatm ent; 
a different origin bu t sim ilar models from an hem odynam ic viewpoint). Our objective 
is to know  which of these  changes precedes the  hypertensive State and which 
accom pany hypertension, and w hether they are a consequence or a p a rt of the causal 
m echanism  of this disease.

4 . 1  C h a n g e s  o b s e r v e d  i n  t h e  a o r t a s  o f  h y p e r t e n s i v e  r a t s

In the aortas of young prehypertensive SHRs, only an increase in the Pi- 

adrenoceptor expression and  function was observed. This change preceded the 
hypertensive State and could be involved in the developm ent of hypertension. By 
com paring age-m atched WKY rats and SHRs, however, we observed a higher 

expression (mRNA and pro tein) of o lía - ,  a i B - ,  a i D - ,  Pi-, P2-, and P3-ARS, accompanied 

by an up-regulation of GRK2. The increased mRNA expression of aiD- and P3-AR in the 
aortas of SHRs has been previously described by Godínez-Hernandez e t al.
Mallem eta l. (2005), respectively.
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The higher protein  expression of GRK2, which directly relates to hypertension, 
confirms previous evidence in the aortas and lymphocytes of ra ts (Gros etal., 2000), 
and also in the lymphocytes of hypertensive patients (Gros e t a l, 1999). Despite the  
higher protein  expression previously observed, no changes in the  mRNA levels for 
GRK2 are  reported  for e ither our adult SHR lym phocytes o r o ther GRKs, although 
th e ir protein expression, and probably th e ir  activity, could be higher, as the 
aforem entioned authors described, even though they  did no t study  the  genetic 
expression levels of those enzymes (Gros e t a l, 2000).

The increased mRNA and protein  expressions in the  GRK2 in adu lt hypertensive 
animals was no t observed in young prehypertensive rats. Therefore, higher GRK2 
could be an adaptive change as a result of the following: 1 ) the increase observed in 
the  expression of adrenoceptors a n d /o r 2) elevated blood pressure. The la tte r is no t 
supported  by the additional consideration th a t elevated blood p ressure  has been 
observed in transgenic mice w ith a sm ooth muscle cell-specific overexpression of 
GRK2, suggesting a m ore causal relationship betw een the increased GRK2 expression 
and the developm ent of hypertension (Eckhart e t al, 2002).

W hat could the hemodynamic consequences o f  these changes be? The basic 
hem odynam ic abnorm ality in hypertension is increased vascular resistance. Thus, an 
increase in vasoconstrictor mechanisms, because of a rise in the  expression and 

functionality of the ai-adrenoceptors, w ould justify it. However, increases in the a i  

function in vessels could be counteracted by an increased expression of the p- 
adrenoceptors, which m ediate vasodilatory m echanism s. In addition, elevated GRK2 
expression and the associated im pairm ent of adrenoceptor-G -protein coupling could 
have m ajor functional implications.

It is well-known th a t GRK2 is apparently  the m ain factor involved in dim inishing 

p-AR signaling in hypertension (Feldman and Gros, 2006; Penela et al., 2006). 

Nonetheless, P3-AR is resistan t to agonist-prom oted GRK2-mediated desensitization 

(Rozec and Gauthier, 2006). Accordingly, an increased expression of Pi-ARs justifies 
the higher vasorelaxant potency of isoprenaline found in prehypertensive aortas. In 

hypertensive aortas, the higher expression of Pi- and  P2-ARS could be counteracted 

by increased levels of the  active GRK2. However, P3-ARS resis t GRK2-mediated 

desensitization. Thus, the  functional role of this subtype could increase in relation to 
the o ther two. Our functional studies have confirm ed this proposal; in the aorta  of 
hypertensive rats, the low er potency of isoprenaline (which exhibits a low affinity for 

P3-ARS (Strosberg, 1997), and the high potency of the  selective P3 agonist SR58611A, 
together w ith an  increase in the percentage of high affinity sites for this agonist,
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suggest an increased functional role of P3-ARS in hypertension. From a 

physiopathological point of view, since vascular P3-ARS are only stim ulated by higher 

doses of catecholam ines (Strosberg, 1997), the m ajor role of P 3- A R . S  in hypertensive 

vessels determ ines an im paired p-m ediated vasodilator m echanism  th a t is only 
triggered by a g rea ter adrenergic stimulus.

In addition, ai-AR subtypes also exhibit different phosphorylation and 

internalization patterns: aiB-AR (Chalothorn e t al., 2002) undergoes a rapid and 
intense desensitization m ediated by GRKs (Diviani e t a i, 1996; Garcia-Sainz et al,
2000). The aiASubtype exhibits a continuous, agonist-independent trafficking, which 
is also agonist- and GRK2-dependent, betw een the m em brane and cytosol (Morris e t 

ai, 2004; Pediani etal., 2005). Finally, the intracellularly located oiiDSubtype (McCune 
etal., 2000; Hague etal., 2004) has a m ajor affinity for the agonists (Minneman etal., 
1994; Marti e t al., 2005), does no t exhibit agonist-dependent internalization (McCune 
e t a l, 2000), and rem ains active even when the agonist is rem oved (Gisbert e t al., 
2000, 2002, 2003a). Accordingly, the aiDSubtype does no t seem to be as sensitive to 

GRKs m odulation as the aiAand aiB subtypes, and a g reater increase in the GRK2 

expression may be of no functional relevance in the activity of <xid-ARs. Thus, we m ust 

expect an increased functionality of the oiid-ARs in the aortas of adult SHRs, even 

w hen the GRK2 expression increases. By considering th a t a iod irectly  regulates blood 
pressure  via vasoconstriction (Tanoue etal., 2002a, 2002b; Lyssand e ta l,  2008), the 
higher functionality of this subtype in hypertensive arteries could determ ine an 
increase in the  m ean arterial p ressure observed in adult SHRs.

The resu lts of this study and our previous observations in both  aortas and main 
m esenteric and  small m esenteric arteries (Gisbert etal., 2002) confirm this proposal. 

The higher potency, exhibited only by the aiDselective antagonist BMY 7378 and not 

by the selective aiA antagonist 5-methylurapidil, indicates an increased role of the aiD 

subtype in the  sym pathetic vasoconstriction of the aortas of SHRs. There w ere two 

hem odynam ic consequences of the higher functionality of cxidARs : 1) a higher 

potency of phenylephrine in hypertensive aortas given the higher affinity of this 
subtype for agonists (Minneman e t al., 1994; Marti e t ai, 2005), w hen the 
hypertensive vessels are  m ore sensitive to the contractile adrenergic stimulus; 2 ) a 
slow er decay of the contractile response after rem oving the agonist given the 

characteristic o f aiD-AR rem aining active w hen the stim ulus disappears, as the 
p resen t resu lts confirm and our previous studies have described in the aorta, main 
m esenteric a rte ry  and small m esenteric arteries (Gisbert e ta l ,  2002, 2003a; Ziani et 

al., 2002). Therefore, the  consequences of an increased functionality of aiD-ARs,
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which is g reater sensitivity to an a i-ad renerg ic  stimulus, together w ith a significantly 
slow er decay in the  contractile tone after stim ulus removal, could determ ine the 
pathological increase in the adrenergic vascular tone observed in hypertension. This 
is especially relevant if we consider that, a sim ilar increase in the functional role of 

aiD-ARs, as reported  in aortas, was previously seen by our group in the small 
m esenteric arteries from SHRs, and th a t this increase was prevented by captopril 
trea tm en t (Gisbert e t al, 2002).

In short, our results clearly show  th a t an increased Pi-AR expression precedes 

the hypertensive State, w hereas an increased expression of c h a - ,  aiB-, aiD-, |3i-, P2-, 

and P3-adrenoceptors, accom panied by an increased GRK2 expression, occurs in 
aortas w hen the hypertensive State appears. A higher GRK2 expression im pairs the 

vasodilator m echanism s m ediated by Pi and P2, and counteracts the  vasoconstrictor 

m echanism s m ediated by aiA and aiB. However, it does no t affect the vasodilator 

response m ediated by P3-ARS o r the  vasoconstrictor response m ediated by aiD-ARs, 
the  main tw o subtypes in ra t aortas. Therefore, the  functional role of these subtypes 

is m ore ev iden t Because P3-ARS are less sensitive, and oud-ARs are  m ore sensitive to 
the  adrenergic stimulus, the hem odynam ic consequences of these changes are 2-fold:
1) an imbalance betw een sensitivity to the  vasoconstrictor (increased) and 
vasodilator (decreased) adrenergic stimuli in vessels of hypertensive animals; and 2) 
the slow er kinetics of the disappearance of the contractile response w hen the 

adrenergic stim ulus disappears because of the m ajor role of aiD-ARs. These changes 
may be involved in the g rea ter sym pathetic vasoconstrictor tone th a t is characteristic 
of hypertension. Moreover, they may add new  perspectives to its therapeutic 

m anagem ent, suggesting th a t non-subtype-selective ai-AR antagonists or selective Pi 

and P1/P2 antagonists m ight no t prove to be the best therapeutic options.

In order to determ ine w hether these changes are a resu lt of the hypertensive 
state or, conversely, are  involved in the génesis of hypertension, w e analyzed the 
sam e param eters in another animal hypertension model: ra ts undergoing chronic L- 
NAME trea tm en t to prom ote the endothelial dysfunction and, consequently, 
hypertension.

We observed no differences in the  hem odynam ic constants betw een genetic 
(SHR) and LNHR animals, thus corroborating the sam e hypertensive state in both 
strains. However, the changes in the expression and functional role of ARs and GRK2 
differed in both hypertension m odels despite the hem odynam ic constants being 

equal. The aortas of the LNHR anim als exhibited a low er expression of cha-AR and 
GRK2 a t both the mRNA and protein  levels vs. W istar rats. This w as accom panied by a
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higher protein  expression of P2-AR, despite a dow n-regulation of the mRNA levels and 

a decreased Pi-AR protein  expression, w ith no previous changes noted a t the  mRNA 
levels, which is probably due to post-transcriptional regulations. The functional result 
of these changes was a low er potency of phenylephrine and an enhanced potency of 

both the p-agonist Isoprenaline and the selective P2-agonist Salbutamol, which could 

be explained by tw o mechanisms: the increased P2 protein  expression together w ith 
the decreased GRK2 protein expression, which are probably accom panied by the 
corresponding changes in the ir activity.

On the o ther hand, GRK2 has been recently related to eNOS inhibition (Liu etal.,
2005). Our results suggest a direct relationship betw een both enzymes as a drop in 
GRK2 could lead to a com pensatory mechanism against decreased NO-production. 

The higher p-adrenergic response, plus a low er potency of the vasoconstrictor 

stim ulus m ediated by ai-ARs, could also be established as a com pensatory 
m echanism  against the  lack of NO-mediated vasodilatation. So, different changes in 
the expression and function of ARs and GRK2 w ere observed in LNHR and SHR, 

suggesting th a t both the increase in a i-adrenerg ic  vasoconstriction and the 

im pairm ent in p-AR-mediated vasodilatation observed only in the SHR anim als could 
be p a rt of the cause, b u t no t the consequence, of the hypertensive state.

4 .2  C h a n c e s  o b s e r v e d  in  t h e  h e a r t s  a n d  k id n e y s  o f

HYPERTENSIVE RATS

W hen analyzing the changes in the expression of ARs and GRKs in hearts and 
kidneys, w e found th a t these changes w ere specific of each tissue. In the hearts and 
kidneys of prehypertensive SHR rats, we noted a significant decrease in the 

expression of <xid-AR th a t rem ained down-regulated once hypertension appeared at 

the age of 16 weeks. This change could be involved in the  génesis and m aintenance of 
this disease.

If we consider the implication of the aiD subtype in the regulation of coronary 
a rtery  contraction (Chalothorn e t al., 2003; Jensen e t a l, 2009a), its down-regulation 
observed in hearts could be in terpreted  as a protective m echanism  to im prove heart 
irrigation. According to previous publications, no fu rther significant changes in the 
expression of ARs or GRK2 w ere observed in the hearts of the SHR anim als (Takata 
and Kato, 1996).
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However in the kidneys of prehypertensive rats, ap a rt from the decreased 

expression of the am  subtype, we also noted a decreased in the gha-AR expression 

together w ith a significant increase of <xib-AR. An increase in renal aiB functionality a t 
this previous stage has been m entioned by some authors as one of the  mechanisms 
involved in the  génesis of hypertension (Michel e t a l, 1989a, 1989b; Elhawary and 

Pang, 1994; Gesek, 1999), and its consequence could be the well-known decreasein  
sodium excretion due to  the  increase in its tubu lar reabsorbtion, which is 
characteristic of hypertension. On the o ther hand, the decrease in the minority 

subtypes of ai-ARs (aiD and c h a ) ,  which are  responsible for the  contraction of renal 
arteries (Elhawary e t a l, 1992; Villalobos-Molina e t al, 1997), could relate te a 
protective m echanism  to im prove renal circulation. In hypertensive kidneys, we 

found increased levels of mRNA for aie-AR, unlike those authors who describe the 
recovery of the norm al functions for this subtype once hypertension is establisfed 

w hen CX2-AR is responsible a t this stage (Gesek, 1999). According to the literature,no 

significant changes have been found in the  p-ARs and GRKs of kidneys of adult SHR 
rats (Michel e ta l,  1993; Takata and Kato, 1996).

Are these changes reproduced in the induced model o f  hypertension? In the ¡eft 
ventricles obtained from LNHR rats, w e observed the same decrease in the  expressbn 
of aiD subtype, thus corroborating our previous hypothesis th a t the possible role of 
this change could lead to an  im provem ent of heart irrigation (Chalothorn e ta l,  2033; 
Jensen e t al, 2009a). The o ther significant changes found w ere increases in ?he 

expression levels of Pi- and P2-ARS and GRK2, which have not been described befcre, 
and may relate to cardiac hypertrophy (Bohm e t al, 1992; Castellano e t al, 1933; 
Morisco et al, 2001; Eckhart e t al, 2002; Xiao e ta l ,  2004, 2006).

Some authors describe how cardiac hypertrophy could be brought about byan 
up-regulation of plasm atic renin (Arnal e t al, 1993), especially in this model of 
hypertension w here recovery of the NO levels did no t restore  the norm al valúes, md 
in which the regression of this cardiac hypertrophy was observed after treatrrent 
w ith ACEls (Ribeiro e t a l, 1992; Pechanova e t a l, 1997; Takemoto e t al, 19)7; 
Bernatova e t al, 1999, 2000). Following this hypothesis, we saw  increased mR'JA 

levels of Pi- and P2-ARS and GRK2 in the kidneys of LNHR. If we consider die 

implication of p-ARs in renin secretion (Kim e t a l, 2007), this up-regulation coild 
relate to the increased renin secretion in hypertension (Zanchi e t al, 1993), whch 
could be partially responsible for high arterial blood pressure and cardac 
hyperthrophy. The increased renal GRK2 expression observed could relate to a n  
increase taking place in the tubu lar sodium reabsortion process which, accomparied 

by the increase in renal aiB expression observed in this hypertension model, couldbe
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responsible for the  low er filtration rate observed in LNHR (Ribeiro etal., 1992; Baylis 
etal., 1992; Dinudom etal., 2004), thus providing m ore evidence of th is AR subtype's 
role in the génesis of essential hypertension.

4 .3  Ch a n g es  o b se r v e d  in  p e r ip h e r a l  b lo o d  l y m ph o c y te s

After having analyzed the changes in the expression and functionality of the ARs 
and GRKs in the aortas, hearts and kidneys of tw o anim al hypertension models, our 
next objective w as to  extrapólate these results to hum an hypertension. To analyze the 
changes in the expression of the  ARs and GRKs in hypertensive patients, we need a 
non invasive technique to obtain easy samples. For this purpose, w e selected 
peripheral lymphocytes since previous studies have proposed th a t this m odel m irrors 
changes in o ther organs such as hearts and vessels (Michel e t al., 1986; Feldman, 
1987; Brodde e t a l, 1989; Ricci e t al., 1999; Gros e t al., 1997; 2000; Tayebati e t al., 
2000; Veglio e t al, 2001; Dzimiri e t al., 2002; Oyama e t al, 2005; Hata e t al, 2006; 
Cohn e ta l,  2009). Then, w e perform  our analysis in lymphocytes from both adult SHR 
and norm otensive/hypertensive patients.

In the lymphocytes of the SHR rats, we saw a decrease in the Pi-AR expression. 

Our results do not agree w ith previous w orks studying p-AR density in hum an 
lymphocytes (Brodde e ta l ,  1985b; Parfyonova e ta l,  1988; Bono etal., 1995), b u tth is  
is the first tim e th a t a sim ilar analysis has been perform ed in the lymphocytes of SHR 
rats. In addition, o ther au thors found im paired p-adrenergic activity relating to an 
increase in the protein  expression and overactivity of GRK2 in both SHR (Gros e ta l ,
2000) and hum an lymphocytes (Gros e t al, 1999), w ithout changes in the mRNA 
levels for this kinase. Our results agree w ith this scenario, and did no t show  changes 
in the mRNA levels of GRK2, GRK3 and GRK5 in the lymphocytes of SHR rats. The 

functional role of lymphocytic p-ARs and its relationship with p roper cell activity in 
hypertension rem ains unclear and future w orks are needed to clarify it.

Our results show  th a t changes in lymphocytes do no t reflect sim ilar changes in 
vessels, hearts or kidneys, bu t they rep resen t the  changes relating to the 
characteristic activity of this cell type. Our results do not support th ere  being a 
correlation betw een the lymphocyte and heart expressions of ARs and GRKs, as 
previous w orks have suggested (Brodde e t al, 1986; Gros et al., 2000; Dzimiri e t a l, 
2002; Oyama e ta l ,  2005; Yu e ta l,  2007). To explain this apparen t contradiction, we 
m ust consider th a t the  variations in plasm atic catecholam ines could be a factor which 
influences the results because an increase in circulating catecholam ines occurs, which



ENGLISH VERSION

could lead to an increase in th e  m odulatory m echanisms, for instance, an increase in 
either the expression o r activity of GRKs to counteract higher adrenergic activation. 
In this case, it could be possible to  find a generalized increase in the expression and 
activity of GRKs which is sim ilar in lymphocytes and vessels, hearts o r kidneys. If this 
w ere to occur, w e could then  consider lym phocytes as biom arkers for these  tissues 
(Attramadal, 2009). In o ther situations, a determ ined pathological sta te  could trigger 
a sporadic change in a tissue or organ which is no t necessarily reflected in 
lymphocyte. We thought this had taken place in 16-week-old SHR ra ts  in which we 
found specific changes in the  expression of ARS and GRK2 in vessels, hearts or 
kidneys which w ere no t reflected in lymphocytes.

W hat changes in the lymphocytic expression levels were observed in human 

hypertension? We observed increased mRNA levels of Pi-AR which w ere slight in the 

lymphocytes of patients w ith isolated office hypertension and became statistically 
significant in the  lymphocytes of hypertensive patients. Interestingly, th is increase 
was attenuated  in those hypertensive patients trea ted  w ith ACGIs or ARBs, suggesting 
th a t the inhibition of the renin-angiotensin system  directly or indirectly adjusts the 

Pi-AR expression.

The lack of a significant change in the mRNA levels of P2-AR contrasts w ith 
previous reports  of an increased density of this subtype in the lym phocytes of 
hypertensive patients (Brodde etal., 1985; Parfyonova etal., 1988; Bono e ta l ,  1995). 
This apparen t discrepancy could be attribu ted  to the fact th a t the au thors assum ed 

th a t P2-AR is the  only subtype p resen t in lymphocytes, and they used a non-subtype- 
selective radioligand to quantify the receptors. Nonetheless, our results indícate th a t 

th is increase w ould correspond to Pi-AR as w e perform ed a differentiation betw een 
each subtype.

Increase mRNA levels of aiB-AR in the  lymphocytes of hypertensive patients was 

observe, and th is result relates w ith changes previously described in the kidneys of 
prehypertensive rats. In this case, the lymphocyte expression levels could m irror 
changes in kidneys, thus corroborating  previous hypotheses pu t forw ard by our 
group and by o ther authors abou t this subtype's role in the  génesis of hypertension 
(Michel e ta l ,  1989a, 1989b; Gesek, 1999).

On the o ther hand, an increased GRK2 protein  expression in lymphocytes, which 
is no t related  to  increased steady-state levels of mRNA, has been found in hum an 
hypertension models (Gros e t al., 1999). Our results confirm this finding since no 
significant changes in the GRK2 mRNA levels w ere observed in the lymphocytes of the
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hypertensive patients. No change, o r a w eak bu t insignifícant decrease in the  mRNA 
levels of GRK3 and a non significant increase in the  mRNA levels of GRK5 a t the most, 
w ere observed in this group of patients. Given th a t the subjects of our study had high 
norm al to  m odérate essential hypertension, fu rther studies are  required  to analyze 
w hether o r no t these slight changes are m ore pronounced in patients w ith severe 
hypertension.

As m entioned before, the a i-  and p-AR mRNA levels in lymphocytes under certain 
circum stances could reflect levels in hearts and vessels by using peripheral blood 
lym phocytes as a biom arker (Brodde e ta l ,  1986; Ricci eta l., 1999; Tayebati etal., 
2000; Dzimiri etal., 2002; Yu e ta l,  2007). If this w ere the case, the clinical variables 
th a t are characteristic of the hypertensive state and dependent on the AR expression 
in hearts and vessels may relate to the mRNA levels observed in the  lymphocytes of 
our study population. Based on this assum ption, we assessed a possible correlation 
betw een ARs and the clinical variables determ ined in each patien t (see Table XVIII on 
page 155). Our patien ts' characteristics enabled us to perform  this evaluation since 
they w ere all relatively young, exhibited norm al valúes for the biochemical 
param eters determ ined and did not suffer any concom itant pathology, all of which 
helped rule ou t confounding factors.

An im portan t aspect to consider w hen com paring the expression levels of ARs or 
GRKs and clinical variables is the difference in the incidence of hypertension in term s 
of age and  gender (see Image 13, page 195). For this purpose, we analyzed 
correlations in a gender-dependent m anner w henever possible.

First of all, w e found a positive correlation betw een the mRNA levels of aiB-AR 
and systolic blood p ressure th a t was significant in m en bu t no t in women. This 
relationship corroborates the previous hypothesis proposed in the p resen t w ork and 
suggested by o ther au thors (Michel e t al., 1989a, 1989b; Gesek, 1999), th a t of the 

im portan t role of this subtype in hypertension. The expression levels of the aiB 
subtype increased in no t only the kidneys of the hypertensive rats, bu t also in the 
lymphocytes of the hypertensive patients who w ere relatively young and classified as 
low -m oderate hypertension. Therefore, the hypertensive state could be com parable 
to prehypertensive rats. These ra ts w ere male, so future w orks need to clarify a 
possible gender dependency on this correlation.

The o th er m ajor finding of our analysis is th a t the  expression levels of P2-AR, 
which w ere  slightly low er among the hypertensive patients, significantly and 
inversely correlated  w ith the diurnal diastolic blood p ressure  valúes (and
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consequently w ith 24 h diastolic blood p ressu re  -  no t shown). This correlation was 
significant only w hen the total population w as analyzed, bu t no t w hen perform ing a 
gender-dependent analysis. This suggests the  direct participation of this subtype in 

diastolic blood pressure regulation and, conversely, th a t changes in the P2-AR 

expression are a result of altered  diastolic blood pressure. If we consider th a t p- 

adrenergic vasodilatation (mainly m ediated by the P2 subtype) is a key m echanism  of 
the m odulation of vascular resistance (Feldman, 1990; Brodde e t al, 2006; Penela e t 
al, 2006), the m ost feasible in terp reta tion  of th is correlation is th a t a higher 

expression of P2-AR in vessels (m irrored in lym phocytes) facilitates vasodilatory 
mechanisms, thereby decreasing vascular resistance and lowering diastolic blood 
p ressure valúes. Furtherm ore, our results could re la te  to  a previous study which 

described how high diastolic blood p ressure  w as associated w ith the p2 haplotypes 
containing the pro-dow n-regulatoiy GLn27 varian t (B inder e ta l,  2006). Future w ork 
could determ ine a correlation betw een the presence of the Gln27 variant, a low er 

expression of the P2-ARS, and higher diastolic blood p ressure  valúes.

No significant correlation was found betw een  the Pi-AR expression and 
am bulatory blood p ressure valúes, thereby  excluding a direct role for this recep tor in 
blood p ressure modulation. However, a correlation appeared w hen com paring the 

mRNA levels of Pi-AR and diurnal heart ra te  valúes (the fimction regulated by this AR 
in the heart), which was significant in a gender-dependent manner; it w as positive for 

women, bu t no t for men. In this case, it seem s th a t the  lymphocytic Pi expression 
reflects w hat happens in the  heart, as previous au thors have proposed (Brodde e t ai, 
1986), In women, this positive correlation could be explained by the influence of 

estrogens, w hose cardioprotective action dim inishes the  Pi-AR expression in the 

heart (Kam e ta l ,  2004; Wu e ta l ,  2008) and im proves the P2 AR expression (Wu e ta l, 
2008). We propose that, in w om en, estrogens m odulate the  Pi-AR expression levels in 
no t only the heart, bu t in peripheral lym phocytes and o ther tissues, and are 
responsible for a significant correlation betw een the lymphocytic expression levels of 
this AR and the clinical variable relating to its functional role in the heart. Future 
w orks should be perform ed to confirm this proposal.

However, another m ajor finding of our analysis is the positive relationship 

betw een the Pi-AR expression in lym phocytes and urinary  albumin excretion (log 

UAE) in the group of m icroalbum inuric patients. Given the low num ber of patients 
w ith this characteristic, it w as im possible to  perform  an analysis in a gender- 
dependent m anner. Elevated UAE depends on the control of the hem odynam ic and 
metabolic factors (Redon e t a l, 2002), and is associated w ith the developm ent of 
hypertension (Wang e ta l,  2005) and cardiovascular risk  (Schmieder e ta l, 2007) as it
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is closely rela ted  w ith endothelial dam age (Deckert e t al., 1989; Perticone e t al, 
2007), g rea ter arteria l stiffness (Herm ans e t al, 2007), m aladaptive vascular 
rem odeling (Herm ans etal., 2008) and im paired aortic elasticity (Duman etal., 2008). 
However, the exact m echanism s underlying the link betw een m icroalbum inuria and 

cardiovascular risk  have not been fully defined. If we assum e th a t the Pi-AR 
expression in circulating lym phocytes m irrors th a t in organs an d /o r vessels (Brodde 
et al., 1985; 1986; Parfyonova e t al., 1988; Bono e t al., 1995), our presen t finding is 

highly relevant. Given the positive correlation of the Pi-AR expression w ith UAE, an 

increase in the Pi-AR levels in hum an vessels a n d /o r  kidneys could be related  to 
subclinical vascular dam age and kidney function alterations. Our observation th a t 

ACEIs and ARBs tend  to norm alize the increased Pi-AR expression in lymphocytes 
agrees w ith previous results, indicating th a t ACEIs decreases the expression of 

adrenoceptores aiD in spontaneously hypertensive ra ts  (Gisbert etal., 2002; Godinez- 
H em andez e ta l ,  2006), and may explain clinical evidence th a t the renin-angiotensin 

system  blockade reduces album inuria and th a t com bined trea tm en t w ith p-blockers 
causes an additional reduction of UAE (Bakris e t al., 2005). It still rem ains to be 
determ ined w hether this change in lymphocytes reflects the changes relating to o ther 
organs or tissues, o r w hether it is due to an im m une response or lymphocyte 
differentiation during the inflam m atory response which accompanies 
microalbuminuria.

Although significant changes in the expression levels of GRKs w ere no t observed 
in hypertensive patients, our study reveáis th a t the  lymphocyte expression of GRK3 
significantly and inversely correlates w ith systolic and diastolic am bulatory blood 
pressure  valúes, indicating th a t this kinase is involved in the  regulation of hum an 
blood pressure. The opposite -  namely, th a t the  GRK expression is m odulated by 
blood pressure -  has no t been supported  by previous fíndings in transgenic mice in 
which cardiac-restricted inhibition of endogenous GRK3 resulted  in a phenotype with 
elevated systolic and diastolic blood p ressure and w ithout heart rate alterations, 
these being param eters th a t w ere determ ined by different m ethods in conscious and 
unrestra inedm ice (Vinge etal., 2008).

If w e assume th a t changes in the  GRK3 expression in lymphocytes reflect changes 
in the heart a n d /o r vessels, as previously dem onstrated  for GRK2 and GRK5 (Gros e t  
ai, 2000; Iaccarino etal., 2005; Oyama etal., 2005), then  this is the fírst rep o rt of a 
pathophysiological role of GRK3 in the hum an cardiovascular system, and could 
contribute to a be tte r understanding of the  position of the GRK3 gene in a locus on a 
chrom osom e associated w ith left ventricular m ass and contractility (Arnett e t al.,
2001). The exact significance of our fíndings m ust be confirmed by further
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experim ente to determ ine the G-protein-coupled receptor m odulated by GRK3, and to 

directly implícate it in the regulation of blood pressure. Based on evidence th a t 
changes in the GRK3 expression do not a lter the biochemical signaling and functional 

role of m yocardial p-ARs, bu t the responses m ediated by aiB-AR are profoundly 
a ltered  w hen the GRK3 expression is modified (Iaccarino e t al., 1998; Eckhart e t al., 
2000; Vinge e t al., 2007; 2008), future experim ente may reveal a role of GRK3 in 

controlling blood p ressure  by acting on c x i b - A R  or on another G-protein coupled 
receptor.

On the o ther hand, w e also found a significant correlation betw een the expression 
levels of ARs and o ther biochemical variables, which determ ines the patient's state. A 

significant correlation appeared betw een the mRNA levels of cub-AR and plasm atic 
hom ocystein, a variable closely related  to the low filtration rate  (renal im pairm ent) 
(P otter e t al., 2008) and peripheral vascular disease risk, bu t which could also be 
considered an independent risk factor for vascular disease (Hankey and Eikelboom, 

1999; Suárez García etal., 2001). This relationship - th a t of increased levels of <xib-AR  

accom panied by increased levels of plasm atic hom ocysteine- corroborates our 

previous hypothesis about the role of the  <xib subtype in the génesis of hypertension, 
and reveáis the clear im portance of the plasm atic hom ocystein as a cardiovascular 
and renal risk factor.

Although significant changes in the expression levels of aiD-AR w ere no t 
observed in the  hypertensive patients, we saw  a significant correlation w hen 
com paring the mRNA levels of this subtype and plasm atic aldosterone, the final 
p roduct of the  renin-angiotensin system. Previous studies on the possible 
crossregulation betw een both the adrenergic and renin-angiotensin system s have 
suggested th a t angiotensin II could regúlate the vascular sm ooth muscle expression 

of ai-ARs (Hu etal., 1995). Moreover, the resulte obtained in our laboratory (Gisbert 
e ta l ,  2002) and those of o ther groups (Godínez-Hernández etal., 2005) corrobórate 

a  low er expression and functionality of aiD-AR in SHR ra t aortas after captopril 
treatm ent, indicating th a t inhibition of Angiotensin II synthesis and, consequently, 

low er aldosterone levels, lead to a drop in the <x id  subtype expression. Along these 
lines, the resulte of this w ork provide new  inform ation as we found th a t the higher 

th e  plasm atic aldosterone levels, the  higher the aiD expression. However, w e are 
presen tly  unable to rule out the opposite relationship. Future works should clarify the 
physiological o r pathological m eaning of th is crossregulation cióse to the génesis and 
m aintenance of hypertension.
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5  C h a n g e s  i n  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  f u n c t i o n a l i t y  o f  

ARs a n d  GRKs i n  H e a r t  f a i l u r e

5 . 1  Pa tien ts  w it h  a  Failing  H ea rt

We found a very m arked increase in the expression of Pi-AR, accom panied by an 
increase in the expression of GRK5 and a drop in GRK2 in the lymphocytes obtained 
from  those patients w ith advanced heart failure. These resu lts disagree w ith the 
literature  as a previous paper describes a decreased Pi-AR expression (Yu e t al, 
2007). Nonetheless, the  different methodologies employed could be behind the 

differences in results. Therefore, the increased lymphocytic Pi mRNA expression 

observed does not reflect hea rt failure w here a low er Pi-AR expression was found, as 
described by o thers (Engelhardt e t al, 1996; Leineweber e t al., 2005) and our own 
group (Montó etal., 2009). This down-regulation seem s to be a protective mechanism 

to avoid the deleterious effects of a continuous stim ulation of cardiac Pi-AR (Xiao e t 
al., 1995, 2004, 2006; Daaka etal., 1997), thus it could be a m atter of a specific change 
taking place in the  heart, bu t no t in o ther organs or tissues. In this case, the increased 

expression of lymphocytic Pi-AR could be a p roper m echanism  of this cell type 
because of an im m une response, or it may reflect changes in o ther organs such as 
kidneys or vessels, as previously m entioned in hypertensive patients.

The decrease in the  genetic expression levels of GRK2 also contradicts the 
previous results found by other authors who discovered an increase in both 
lymphocytic protein expression and activity reflecting changes in failing hearts 
(Iaccarino e t al., 2005; Hata e t al., 2006). In this sense, w e thought that:

•  Increases in the  mRNA expression levels are not necessarily accompanied by 
the same increase in protein expression, as w e previously show ed in the animal 
induced hypertension model.

•  The increase noted by o ther authors in the GRK2 expression seem s to depend 
on the heart failure stage, and decreases w hen those patients classifíed as stage 
IV according to the NYHA classification (Leineweber etal., 2005; Brodde etal.,
2006); th a t is, the  stage a t which our patients w ere classifíed.

•  The increased GRK activity found by o ther authors could also be due to an 
increase in GRK5 activity because these au thors did no t differentiate betw een 
the isoforms of GRKs (Iaccarino e t al, 2005).
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According to  these alleged thoughts, o ther authors described th a t the increase in 
the GRK2 expression in hearts in animal m odels appeared in initial stages, coinciding 
w ith m yocardial hypertrophy, and probably w ith preceding hea rt failure, w hereas 
low er GRK2 expression levels w ere observed in the late stages of th is disease, 
accom panied by an  increase in the mRNA levels of GRK5 and coinciding w ith 
ventricular dysfunction and cardiac cham ber dilatation (Ping e ta l ,  1997; Vinge etal.,
2001). No changes in the GRK3expression w ere reported, according to  previous 
results (Ungerer e ta l ,  1994; Vinge e ta l,  2001; Brodde etal., 2006).

Our results do no t follow the hypothesis p resented  by o ther au thors as to  the  use 
of the GRKs expression in lymphocytes as a biom arker for changes in failing hearts 
(Dzimiri etal., 2002; Oyama e ta l,  2005). However, we do not exelude th is possibility 
u nder o ther circum stances. In this sense, the  decreased mRNA levels of GRK2 could 
be due to  a specific change in lymphocytes which could lead to  low er GRK2 activity 
and, consequently, to  increased leukocyte m igration (Vroon e t a l, 2004a), which 
could relate to the  autoim m unity m echanism s described in hea rt failure (Yndestad e t 
al, 2003; Fildes e ta l ,  2009).

5 .2  Ca r d ia c  t r a n s p l a n t a t io n  p a t ie n t s

W hen analyzing the expression levels of the ARs and GRKs in the  hum an 
lymphocytes of those patients who had undergone cardiac transp lan tation , w e m ust 
consider th a t these  patients w ere a t a term inal stage of h ea rt failure, so the ir 
lymphocytes had undergone the changes described previously but, presently, they  are 
developing an im m une response against the transp lan ted  h ea rt which is controlled by 
im m unom odulatoiy pharmacology. The in terp reta tion  of the resu lts obtained in such 
circum stances is no easy task.

We saw  an increase in Pi- (to a lesser extent than  the increase observed in heart 

failure) and in the  P2-AR expression, accom panied by not only an  increase in the 
GRK5 expression, bu t also a low er GRK2 expression, be it slightly increased if 
com pared w ith those patients w ith heart failure. No changes in th e  GRK3 expression 

w ere found. Pi up-regulation could be due to a change in im m une response, as we 

proposed before. In this way, the  participation of the Pi subtype in the lymphocyte 
activation could explain the increase in its expression in m icroalbum inuric, heart 
failure and transp lan ted  patients. Although clear evidence is lacking about the 
implication of th is subtype in immune response, our published data  move in this 
direction: we found an increased expression of the  Pi subtype in both  Jurkat cells and
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activated lymphocytes (Pérez-Aso e t al, 2008). Conversely, however, it is well 

established th a t P2 subtype activation inhibits lymphocyte activation in vitro (García 
e ta l ,  2003; Hanania and Moore, 2004), and also in the chronic inflam m atory process 
(Kohm and Sanders, 2001; Heijink e t al., 2004). It w ould be in teresting to confirm the 

existence of opposite functions of the  Pi and P2 subtypes on both the activation and 
differentiation of lym phocytes and, consequently, on im m une response. In our 

patients, an increased P2-AR expression could be due to the  chronic adm inistration of 

corticoids or im m unom odulators (Baraniuk etal., 1997; Johnson e ta l, 2002) to lower 
immune response.

On the  o ther hand, GRK2 is implicated in the regulation of chem okine receptors, 
and a decreased expression of this kinase in lymphocytes relates to an induction of 
cellular m igration and, consequently, inflam m atory response (Vroon e t al., 2004a). 
The results we obtained in heart failure patients show  a low er expression of GRK2, 
which increases after cardiac transplantation, and could be due to the immunological 
treatm ent.

As the  possibility of the  transplanted  heart being rejected low ers w ith time, w hen 
we analyzed the changes in the ARs and GRKs expressions in lymphocytes in relation 
to tim e after transplantation, we found a gradual increase in the expression of both 

lymphocytic P2-AR and GRK2. According to o ther authors, lymphocytic P2 expression 
levels could reflect changes in the heart (Michel e t a l, 1986; Brodde e t al., 1989). 
However in a recen t w ork (Agüero etal., 2009), w e found no correlation betw een the 
expression levels of lymphocytes and heart biopsies of the sam e p a tien t Thus, the 
changes observed in term s of tim e could be due to the post-transplant 

im m unom odulatory trea tm en t if we consider th a t the  progressively increasing P2-AR 
expression levels to  be a m echanism  th a t low ers lymphocytic activity and triggers the 
rejection of the transp lan ted  organ.

The genetic profiling studies carried out in heart transp lan ted  patients in recent 
years indicate th a t those changes observed in the expression of certain genes in the 
peripheral lymphocytes in the first few m onths after transp lan t offer a predictive 
valué for future rejection episodes (Mehra e ta l ,  2007). Therefore, the differences in 

the genetic expression of P2-AR and GRK2 observed previously could reflect the 
possibility of cellular rejection and serve as a b iom arker for this adverse event. This 
field of research  requires fu rther study to help us increase our knowledge and to 
assess the  clinical applicability of m onitoring rejection and im m unom odulatory load.



276 E n g l i s h  V e r s ió n

CONCLUSIONS

1) We detected mRNA levels of a i-  ( a iA ,  a iB  and aiü), P-ARs (Pi, P2 and P3) and 
GRK2 in the aortas, left ventricles and kidneys of Wistar, WKY and SHR rats, 
with different proportions between tissues: the main subtypes in the aorta 
corresponded to am, which is responsible for the contraction of this artery, 
and to P3, whose functional role still remains unclear; aiB and Pi are the 
main subtypes in the left ventricle, whereas a iB - ,  a iD -  and Pi-ARs 
predomínate in kidneys.

2) A  generalized decrease in the expression and functionality of a i D - A R ,  which 
is responsible for the contraction of main arteries like the aorta, renal or 
coronary arteries, was observed in all the studied tissues during the 
maturation process between the 6- and the 16-week-old WKY rats. Moreover, 
a drop in the expression of a i B - A R  was noted in left ventricles and kidneys, 
tissues in which this subtype is the main subtype. Besides, an increase of aiA- 
A R  was seen in the heart, which could relate to its cardioprotector properties 
or to the heart's physiological growth process; the P3 subtype signifícantly 
decreased in both aortas and kidneys, while GRK2 only decreased in kidneys.

3) We detected mRNA levels for P2-AR in ra t lymphocytes in a higher proportion 
than for Pi, and also for the three GRKs analyzed (GRK2, GRK3 and GRK5), of 
which GRK2 is the main one. In the peripheral blood lymphocytes of healthy 
volunteers, the main subtype detected was P2-AR, with a similar proportion 
between the different GRKs analyzed. In this case, a lower proportion of the 
mRNA levels for aiB- and am-ARs were detected.

4) Significant correlations between the mRNA levels of Pi-AR and GRK5, and 
between P2-AR and GRKs 2 and 3, were found in human lymphocytes, 
suggesting the existence of a unique regulating mechanism, as well as the 
specificity or preference of GRKs for each AR.

5) In the pre-hypertensive SHR rats, we found changes which may be 
implicated in the origin of the disease: an increase in the expression and 
functionality of both Pi-AR in the aorta and aiB-AR in the 
kidney, accompanied by a drop in the expression of not only the aiD subtype 
in both the heart and kidney, but also the aiA subtype in the
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kidney. Prehypertensive ra t kidneys exhibited more marked changes in this 
previous stage of disease, which could relate to the génesis of hypertension.

6) In the hypertensive SHR rats, there is not a general mechanism, but there are 
specifíc changes depending on the tissue. In the rat aorta, an increase in the 
expression of all the ARs and the GRK2 was observed with a resulting 
consequence: an increase in the functionality of the aiD subtype accompanied 
by an impairment of p-adrenergic vasodilatation. The changes noted in left 
ventricles and kidneys were similar to those observed in the prehypertensive 
rats. The fact that the results obtained are not reproduced in the rat 
hypertensive model by chronic L-NAME treatm ent indicates that these 
observed changes are not the result of the hypertensive state, and could be 
implied in the génesis and maintenance of the essential hypertension.

7) No gender-dependent changes in the expression of ARs and GRKs in human 
lymphocytes were observed. Otherwise, the aiB and |3i subtypes increased in 
the lymphocytes obtained from the hypertensive patients. The increase noted 
in (3i recovered after treatm ent with ACEIs or ARBs.

8) The fact that there were correlations between the mRNA levels of ARs and . 
GRKs in human lymphocytes and the clinical variables of the hypertensive 
patients suggests that the expression of these genes could reflect their 
expression in another tissue in relation to the specifíc function that this 
clinical variable represents. In human hypertension, we observed significant 
correlations between: the expression levels of Pi-AR and body mass index 
(inverse correlation), heart rate (only in women) or urinary albumin 
excretion; the expression levels of P2-AR and diastolic blood pressure 
(inverse correlation); the expression levels of aiB-AR and systolic blood 
pressure (only in men) or plasmatic homocystein; the expression levels of the 
aiD subtype and plasmatic aldosterone; the expression levels of GRK3 and 
both the systolic and diastolic blood pressure valúes (inverse correlation).

9) An increase was observed in the mRNA levels of Pi-AR and GRK5, 
accompanied by a lowering GRK2 expression in human lymphocytes 
obtained from the heart failure patients. These results do not agree with the 
data observed for failing hearts, so we cannot consider that lymphocytes 
reflect the changes occurring in other organs, especially in the heart, as other 
authors have previously proposed. The changes noted seem to relate to the 
modulator mechanism of lymphocyte activity.



278 E n g l i s h  V e r s ió n

10) After cardiac transplantation, an increased expression of Pi- and P2-ARS was 
observed, which apparently depends on the immune response and the 
immunosuppressor treatment, and does not reflect the changes occurring in 
the h ea rt We also observed an increase in the GRK5 expression and a 
decrease in GRK2. Significant correlations were seen between the expression 
levels of Pi- and P2-ARS, and GRK2 with the time that had passed after 
transplantation.
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A b s t r a c t

In this thesis, we analyzed differences in the expressions of a i-  and p-ARs and the 
kinases regulating their activity (GRK2, GRK3 and GRK5) in human lymphocytes 
obtained from hypertensive, heart failure or cardiac transplanted patients. We 
correlated mRNA levels with the characteristic clinical variables of each disease and 
cardiovascular risk from the gender perspective. Moreover, we use two animal 
hypertension models, one of a genetic origin (spontaneously hypertensive rats; SHR), 
and one induced by the chronic inhibition of NO production (LNHR) to analyze 
whether there were any changes in the expression and functionality of ARs and GRKs 
in different tissues (heart, vessels, kidney or lymphocytes) to elucídate the degree of 
implication of each AR or GRK in the génesis and /o r maintenance of hypertension. 
The following results stand out:

• No inter-gender differences in the expression levels of ARs and GRKs in human 
lymphocytes were found. The mRNA levels of both the aiB and pi subtypes 
increased in the lymphocytes of our hypertensive patients, which significantly 
correlate with arterial blood pressure and urinary albumin excretion, 
respectively. These results suggest that these changes could relate to the general 
mechanisms implicated in hypertension.

• The lymphocytes obtained from the heart failure and cardiac transplanted 
patients do not reflect the changes taking place in other tissues, especially in the 
heart, then these changes represent a modulatory mechanism probably relateds 
to lymphocyte activity in the immunological response, or may result from the 
immunomodulatory treatm ent that transplanted patients receive.

• Changes were noted in the expression and functionality of aortic Pi-, cardiac a iD -  

and renal aiB-AR in SHR prior to the hypertensive state, which may be related to 
the origin of this disease,. In the hypertensive ra t aortas from SHR, but not from 
LNHR, we report an increase in the expression of all six ARs and GRK2 which, in 
turn, leads to an increase in the functional role of the aiD subtype accompanied 
by impaired p-adrenergic vasodilation, which could be implicated in the génesis 
and maintenance of essential hypertension.
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