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RESUMEN

El ictus es una de las primeras causas de muerte, discapacidad
permanente y demencia en el mundo. Del total de ictus, el 85% son de tipo
isqguémico y el 15% restante son de tipo hemorragico. Aparte de la
prevencion, el Unico tratamiento establecido para el ictus isquémico agudo
consiste en disolver farmacolégicamente o retirar mecanicamente el
trombo que ocluye la arteria. La neuroproteccidon no ha conseguido salvar
la brecha entre el laboratorio y la clinica, es por esto que la proteccidon
farmacologica del cerebro y la recuperacion funcional, a través de la
plasticidad neuronal inducida y la reparacion, siguen siendo los objetivos
centrales de la investigacidn en ictus. En la busqueda de nuevas terapias y
agentes neuroprotectores mads efectivos para el tratamiento del ictus
isqguémico agudo, el sistema de los péptidos natriuréticos representa una
fuerte alternativa.

El objetivo genérico del presente trabajo de investigacion es evaluar a
nivel preclinico el potencial neuroprotector del péptido atrial natriurético
(ANP) en el ictus isquémico, los efectos vasoactivos del ANP en las arterias
cerebrales y su posible alteracidon por la diabetes, utilizando modelos
animales de ictus y diabetes.

El ANP redujo el dafo cerebral isquémico provocado por un ictus en
ratas. Cuando se administré localmente y de forma precoz tras un episodio
de isquemia focal transitoria, el ANP mejord el deterioro neurofuncional,
redujo el volumen de infarto y disminuyd la muerte celular apoptética. La
disminucion de la expresion de los receptores para el ANP (NPR-A y de

NPR-C) puede tener un rol en la fisiopatologia del ictus isquémico, pero no



hubo un efecto del ANP sobre la expresion de sus receptores en el tejido
cerebral isquémico que contribuya a la neuroproteccién inducida por el
péptido. El ictus redujo de forma especifica la expresién de los canales de
K* sensibles a ATP (Katp) en el tejido cerebral isquémico, y la recuperacion
parcial de la expresion de estos canales por el ANP podria contribuir al
efecto neuroprotector del péptido. El ictus regulé al alza en el tejido
cerebral isquémico las vias de sefializacién PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2
implicadas en la apoptosis. EIl ANP no modificé la via PI3K/Akt, pero si
produjo una reduccién en la expresion de p-ERK2 que, al atenuar la
cascada apoptotica, podria contribuir a la neuroproteccion. EI ANP relajé
de forma endotelio-dependiente la arteria basilar de conejo,
probablemente por su interaccién con los receptores NPR-A y NPR-C. El
oxido nitrico (NO) media la relajacion inducida por el ANP. Por otro lado,
prostanoides vasoconstrictores como el tromboxano A; y vasodilatadores
como la prostaciclina también modularon la respuesta relajante a ANP con
una contribucion neta vasoconstrictora. El flujo saliente de K* en el
musculo liso estuvo implicado en la relajacién, con los tres subtipos de
canales de K* (Kv, BKca y Katp) como efectores. La diabetes produjo un
incremento en la sensibilidad de la arteria basilar a ANP. Esta mayor
sensibilidad resulta de la reduccién en la expresion del receptor NPR-C y de
una mayor participacion de los canales Kare y Kv. Ademas, la diabetes
produjo una disminucion en la liberacién endotelial de NO y de
prostaciclina.

Tanto el efecto antiapoptdtico del ANP en el tejido cerebral como su

efecto relajante en las arterias cerebrales contribuirian a la



neuroproteccién que reduce el dafio cerebral isquémico provocado por el
ictus. No obstante, la diabetes es una comorbilidad frecuente en el ictus, y
sus efectos tanto sobre la reactividad cerebrovascular, asi como
eventualmente sobre la capacidad antiapoptética del ANP deben tenerse

en cuenta.
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Introduccion

1. ICTUS: DEFINICION Y TIPOS

El ictus se define como un trastorno neuroldgico originado por la
disminucion brusca del aporte sanguineo cerebral. La definicion tradicional
de ictus es clinica y se basa en el inicio repentino de la pérdida de
funciones neuroldgicas focales debido a un infarto o a una hemorragia en
una parte relevante del cerebro, retina o medula espinal. El ictus se
distingue de un accidente isquémico transitorio (TIA) si los sintomas
persisten por mas de 24 horas (u ocurre la muerte del paciente). Una
definicion actualizada de ictus seria un episodio agudo de disfuncién focal
del cerebro, retina o medula espinal que dura mas de 24 horas, o de
cualquier duracion si los estudios de imagen o la autopsia muestran un
infarto focal o una hemorragia relevante para los sintomas. En esta
definicion se incluye la hemorragia subaracnoidea. Un TIA ha sido
redefinido como disfuncion focal de menos de 24 horas de duracidén sin
evidencia de infarto en las imagenes (Sacco et al., 2013).

Los sindromes clinicos de ictus isquémico incluyen el sindrome de
circulacion anterior total, sindrome de circulacién anterior parcial,
sindrome lacunar, y sindrome de circulacién posterior (Bamford et al.,
1991). Los subtipos patoldgicos comprenden el ictus isquémico (infarto
cerebral, retinal y medular) y el ictus hemorragico (hemorragia
intracerebral y subaracnoidea). En general del total de ictus el 85% son de
tipo isquémico, provocados por el estrechamiento gradual o por la
obstruccion de una de las grandes arterias cerebrales, y el 15% restante

son de tipo hemorrdagico, provocados por la ruptura de un vaso sanguineo
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Introduccién

cerebral (Manea et al.,, 2015), aunque la proporcion de subtipos
patoldgicos y etioldgicos de ictus varian entre poblaciones de diferente
edad, raza, origen étnico y nacionalidad. De los ictus isquémicos, el 65%

ocurren en el territorio de la arteria cerebral media (ACM).

2. ETIOLOGIA DEL ICTUS ISQUEMICO

Etioldgicamente, el ictus isquémico es causado por un émbolo
cardiaco, un émbolo arterio-arterial y por enfermedad de pequefos vasos.
Los subtipos etioldgicos de ictus isquémico estan clasificados de acuerdo a
la clasificacion TOAST (Adams et al., 1993), el sistema fenotipico ASCOD (A:
aterosclerosis; S: enfermedad de pequefios vasos; C: patologia cardiaca; O:
otra causa; D: diseccion) (Amarenco et al., 2013), y el sistema de
clasificacion causal (Ay et al., 2007). Un tercio de los ictus permanecen con
causa indeterminada, es decir, son criptogénicos, para los cuales se ha
definido un subgrupo llamado ictus embdlico de causa indeterminada (Hart

et al., 2014).

3. FISIOPATOLOGIA DEL ICTUS ISQUEMICO: MECANISMOS DE MUERTE

CELULAR

3.1. Eventos temporales y espaciales después de un ictus

El ictus isquémico se caracteriza por complejos eventos espaciales y
temporales que evolucionan durante horas e incluso dias. En el centro del
territorio isquémico, también llamado core, el déficit de flujo sanguineo,

los bajos niveles de ATP y de reservas energéticas, el trastorno ionico y el
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fallo metabdlico son severos, y la muerte celular progresa en minutos. Sin
embargo, en las zonas periféricas del territorio en que esta comprometido
el flujo sanguineo, llamado penumbra isquémica, el dafio es mas leve
debido a la perfusién residual de los vasos sanguineos colaterales (Figura
1). Durante las etapas iniciales de la isquemia, la penumbra podria
comprender de un tercio a la mitad del volumen de la lesién. En esta zona
las células mueren mas lentamente y, a medida que la penumbra colapsa,
la lesion se expande en el tiempo (Ginsberg et al., 1999). En la zona de
penumbra se reclutan mecanismos activos de muerte celular, que si se
seleccionan como diana proporcionarian un enfoque terapéutico
prometedor. Respecto al core, salvar las células que estan muriendo
rapidamente no podria ser posible sin la pronta reperfusion del tejido. De
hecho, una vez que el tejido se dafia mas alla de un punto critico la muerte
celular parece inevitable, a pesar de la restauracion del flujo sanguineo y

de los niveles de ATP (Lo et al., 2003).

g 7

e

[ i<chemic care
I ischemic panumbe

Banign oligemia

Figura 1. Representacion esquematica de las regiones cerebrales hipoperfundidas tras
oclusidon de la arteria cerebral media. Tomado de Prabhakaran et al., 2015.
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3.2. Mecanismos de muerte celular

Hay al menos tres mecanismos fundamentales que conducen a la
muerte celular durante el dafio cerebral isquémico: excitotoxicidad y
alteracion del balance idnico, estrés oxidativo/nitrosativo, y muerte celular
apoptotica. Estos mecanismos presentan caracteristicas superpuestas vy
redundantes, median la lesidon dentro de las neuronas, glia y elementos
vasculares y, a nivel subcelular, tienen impacto en la funcién de la
mitocondria, nucleo, membranas celulares, reticulo endoplasmatico y
lisosomas. Los cuerpos celulares, sus procesos y terminaciones sinapticas
estdn en riesgo, y la muerte celular podria producirse mediante
mecanismos que promueven la ruptura, lisis, fagocitosis o involucion y

encogimiento (Lo et al., 2003).
3.2.1. Excitotoxicidad

La isquemia cerebral conduce a la pérdida de reservas energéticas y las
células se vuelven incapaces de mantener gradientes idnicos normales
(Xing et al.,, 2012; Terasaki et al., 2014; George et.al., 2015). Este
desequilibrio idnico imposibilita a las células a recaptar potasio (K*) y
comienzan a experimentar repetidas despolarizaciones anodxicas que
promueven una entrada masiva de calcio (Ca?*) aumentando su
concentracién intracelular ([Ca®']i). Estas despolarizaciones, ademas,
producen la liberacién masiva del neurotransmisor excitatorio glutamato a
la hendidura sinaptica, el cual estimula principalmente a los receptores
NMDA y origina un aumento del flujo intracelular de Ca?* a través de estos
receptores (Figura 2) (Lai et al., 2014; Terasaki et al., 2014; George et al.,
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2015). Otra consecuencia del desequilibrio idnico es la disfunciéon de los
transportadores que recaptan el glutamato, e incluso su reversion, lo que
contribuye a una mayor cantidad de este neurotransmisor en la hendidura
sinaptica y a la sobreactivacion de sus receptores, elevandose aun mas la
[Ca?*].. El efecto toxico del glutamato sobre las células recibe el nombre de
excitotoxicidad (Lai et al., 2014; Terasaki et al., 2014; George et al., 2015).
La sobrecarga de Ca?* desencadena disfuncion mitocondrial, estrés
oxidativo y activa procesos catabdlicos mediados por proteasas,
fosfolipasas y nucleasas en las neuronas, que finalmente derivan en muerte
o dafio celular (Xing et al., 2012; Terasaki et al., 2014; George et al., 2015).
Adicionalmente, los receptores de glutamato promueven una entrada
excesiva de sodio y agua a la célula, con el consiguiente edema, hinchazén

y reduccién del espacio extracelular (Xing et al., 2012).

B Enclotholit.. ... ey
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L A A A A (I e
’ . g 1/ calcium
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/ ASTROCYTE
Blood brain o calcium
barrier . i - NEURON
dysfunction B "\ regulate formation maintenance of r . Broteks
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iy
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Figura 2. Eventos fisiopatoldgicos tras la isquemia cerebral. Tomado de George et al.,
2015.
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3.2.2. Estrés oxidativo

En condiciones normales existe produccion de radicales libres (RL) y
especies reactivas de oxigeno (EROs) en las células, que son eliminados
mediante mecanismos enzimdticos (superéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa) y no enzimaticos (glutatién, acido ascorbico y a-
tocoferol). La alteracion del balance entre la produccion y eliminacion de
RL y EROs, en favor de la produccion, se conoce como estrés oxidativo y es
nocivo para las células (Pradeep et al., 2012). El cerebro en particular es
vulnerable al estrés oxidativo debido a su alta actividad metabdlica
oxidativa y a la relativamente baja capacidad antioxidante (Candelario et
al., 2009; Pradeep et al., 2012; Xing et al., 2012). El estrés oxidativo se ha
asociado a la fisiopatologia de muchas enfermedades neuroldgicas,
incluyendo el ictus isquémico y otras enfermedades neurodegenerativas
(Chan et al.,, 2001; Terasaki et al., 2014). Luego de la isquemia,
especialmente después de la reoxigenacion del tejido tras la reperfusién,
se genera una cantidad excesiva de radicales libres (Terasaki et al., 2014)
provenientes de diferentes fuentes entre las que se incluye el metabolismo
oxidativo mitocondrial, metabolismo del acido araquiddnico, y la accion de
las enzimas NADPH oxidasa, 6xido nitrico sintasa (NOS) y xantina oxidasa
(Candelario et al., 2009).

La sobrecarga de Ca?* intracelular produce una acumulacién de este
ion dentro de la mitocondria, se altera el potencial de membrana
mitocondrial, se abren los poros de permeabilidad mitocondrial y se inician

cascadas de muerte celular. Ademas, la mitocondria sintetiza RL como
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anion superoxido (0y) y perdxido de hidrogeno (H202) (Candelario et al.,
2009; Lai et al., 2014; Xing et al., 2012; George et al., 2015).

De especial importancia es la enzima prooxidante éxido nitrico sintasa
(NOS), la cual usa L-arginina y oxigeno para producir oxido nitrico (NO).
Existen tres isoformas de NOS; neuronal (nNOS), endotelial (eNQS), e
inducible (iNOS). La nNOS y eNOS son isoformas que se encuentran de
forma constitutiva en las neuronas y células endoteliales, respectivamente;
y la iNOS es la isoforma inducible que se expresa en la microglia, astrocitos,
neutrdfilos y células endoteliales. La actividad de la nNOS y la eNOS es
dependiente de calcio, mientras que la actividad de la iNOS no lo es. Se ha
demostrado que durante y tras la isquemia se produce un aumento de NO.
El NO producido por la eNOS se sabe que es neuroprotector por sus efectos
vasodilatadores y se cree que tiene la capacidad de aumentar el flujo
sanguineo en la zona de penumbra (Chan et al., 2001), mientras que el NO
producido por la iNOS y nNOS contribuye al dafo cerebral isquémico
debido a su capacidad de reaccionar con el O, para formar peroxinitrito
(ONOO), el cual es uno de los oxidantes mas potentes y es responsable de
dafo celular (Terasaki et al., 2014; George et al., 2015).

Otras enzimas prooxidantes como las ciclooxigenasas (COX-1, COX-2),
xantina deshidrogenasa, xantina oxidasa y NADPH oxidasa generan Oy
como principal oxidante en varios tipos celulares del parénquima cerebral,
el cual tiene la capacidad de reaccionar con NO y formar peroxinitrito. Las
enzimas mieloperoxidasa y monoamino oxidasa generan acido hipocloroso
(HOCI') y perdéxido de hidrégeno, respectivamente, como principales

oxidantes en los leucocitos y células parenquimales.
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Los radicales libres y especies reactivas de oxigeno producen,
finalmente, dafio oxidativo de macromoléculas celulares entre los que se
incluye, peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas y oxidacién del ADN,
gue derivan en muerte celular y contribuyen al dafio cerebral isquémico

(Chan et al., 2001).

3.2.3. Apoptosis

En el core isquémico la muerte celular ocurre por necrosis debido a
que los niveles de ATP disminuyen rapidamente tras la isquemia severa
(Nicotera et al., 2000) y se caracteriza por pérdida de la integridad de la
membrana y pérdida de los organelos. En la zona de penumbra, la muerte
celular ocurre por apoptosis mas que por necrosis, aunque “aponecrosis”
describe con mayor acierto la patologia. El tipo celular, la edad celular y la
localizacion en el cerebro dejan a las células mas o menos resistentes a la
apoptosis o a la necrosis.

La apoptosis es un modo de muerte celular programada que incluye la
eliminacion de las células que no se van a necesitar o que seran
perjudiciales para un tejido u organismo. Es un proceso complejo,
dependiente de energia que incluye una compleja cascada de eventos que
unen el estimulo inicial con la muerte de la célula. Existen al menos dos
vias que llevan a apoptosis, extrinseca e intrinseca o mitocondrial. En
ambas vias la sefializacién culmina en la activacion de una familia de
proteasas con un centro activo de cisteina llamadas caspasas, que se
expresan constitutivamente en las células cerebrales adultas vy

especialmente en las del recién nacido, particularmente en neuronas
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(Figura 3) (EImore, 2007). Las caspasas son escindidas y activadas en forma
secuencial y actlan en una cascada proteolitica para desmantelar vy
remover la célula apoptdtica (Yuan et al., 2000).

La mitocondria tiene un papel importante en la apoptosis. Ante
estimulos deletéreos puede formar poros en su membrana externa por
donde escapan determinadas proteinas proapoptéticas como el citocromo
C. Esta proteina, junto a otras, forma el apoptosoma responsable en ultimo
término de la activacion de la caspasa-3, punto de confluencia entre ambas
vias y considerada la mas importante de las caspasas efectoras (Doyle et
al., 2008). Esta caspasa activa por una parte a endonucleasas
citoplasmaticas que degradan el material nuclear, y por otra a proteasas
qgue degradan las proteinas citoesqueléticas y nucleares. Especificamente la
caspasa-3 activa a la endonucleasa CAD e induce la reorganizacion del
citoesqueleto y desintegracion de la célula en cuerpos apoptéticos. El
ultimo componente de la apoptosis es la fagocitosis de las células
apoptoticas. El sello de esta fase es la asimetria de los fosfolipidos y la
externalizacion de la fosfatidilserina a la superficie de las células
apoptaéticas y sus fragmentos. La aparicién de la fosfatidilserina en la cara
externa de las células apoptdticas facilita el reconocimiento fagocitico no
inflamatorio, permitiendo su temprana absorcion y eliminacién (Elmore,
2007).

Cabe destacar el papel de las proteinas de la familia Bcl-2 en la
apoptosis: mientras que miembros de esta familia como Bak, Bad, Bim o
Bid son proapoptéticas porque promueven la formacion de poros en la

membrana mitocondrial por donde escapan las proteinas proapoptoticas,
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otros como Bcl-2, Bcl-XL o Bcl-w tienen la accion opuesta: impiden la
formacion de poros y por tanto tienen un papel antiapoptético (Christophe
y Nicolas, 2006).

A pesar de que la isquemia y el agotamiento del ATP provocan edema
agudo de las células, los desbequilibrios idnicos pueden desencadenar
encogimiento de la célula y muerte celular apoptdtica bajo ciertas
condiciones (Yu y Choi, 2000). Por otra parte, el flujo de salida de K* a
través de los canales NMDA induce a reduccién de los cuerpos celulares,
aumento de la actividad de caspasas y aumento de la apoptosis en
neuronas en cultivo, cuando la concentracién extracelular de sodio y calcio
esta disminuida (Yu et al.,, 1999). Por lo tanto, existen vinculos entre la
excitotoxicidad mediada por glutamato y programas apoptdticos, que
podrian proporcionar multiples dianas para la terapia combinada en el

ictus.

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway
i Cytotoxic T cells

death ligand - *
death receptor -,

f( l PR \
adaptors mitochondrial changes (MPT) / \

granzyme B granzyme A

disc formation apoptosome forms
caspase 8 activation caspase 9 activation caspase10  SET complex
activation
caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

Figura 3. Confluencia de las vias apoptéticas extrinseca e intrinseca en via de ejecucion (activacion
de la caspasa-3). Tomado de Elmore, 2007.
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3.2.4. Vias de supervivencia

3.2.4.1. Via de fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K/Akt)

La via de sefalizacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) estd
involucrada en varias funciones celulares como proliferacién celular,
crecimiento, diferenciacién, motilidad, supervivencia y trafico intracelular
(Koh y Lo, 2015). Es crucial en numerosos aspectos celulares involucrados
en la supervivencia celular y es necesaria para la supervivencia de neuronas
y células madres neurales enddgenas (Pinzén et al., 2009; Koh y Lo, 2015).
Esta via es estimulada fisiolégicamente como consecuencia de muchos
factores de crecimiento y factores reguladores y finalmente conduce a la
activacion de la proteina kinasa B (Akt). La Akt fosforilada (p-Akt) por PI3K
inactiva varios factores proapoptdticos como BAD y procaspasa-9, entre
otros. Por otra parte, Akt activa factores de transcripcion que aumentan la
expresion de genes antiapoptoticos como CREB (proteina de union a
elementos de respuesta a AMP ciclico), NF-KB e HIF-1a. Otro efecto de Akt
para favorecer la supervivencia celular es la inactivacion del gen supresor
de tumor p53 a través de la fosforilacion de MDM2 que se une a p53 en el
nucleo celular, impidiendo su actividad como factor de transcripcion de
genes proapoptadticos (Figura 4) (Pinzén et al., 2009).

Esta via es afectada por la isquemia, por lo que se ha intentado
modular para el tratamiento del infarto cerebral y para prevenir la
apoptosis provocada por ictus isquémico. Se ha descrito por una parte que
la isquemia/reperfusion inhibe esta via e induce apoptosis, aunque por
otra parte se ha descrito que esta via se activa tras la isquemia y contribuye

a la supervivencia neuronal (Sawe et al.,, 2008; Koh y Lo, 2015). Esta
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discrepancia se puede atribuir a diferencias en el tiempo en que se ha
medido tras la isquemia/reperfusidn, en la duracidn de la isquemia o en el

uso de diferentes tipos celulares (Koh y Lo, 2015).

Insulin or

growth factars LPAor

hemokines

RTi=
s ’tdlrs o I -+ Phd\ns \
= § Msw —a—'\ [B45F, /

i Class 18
— T \._ Pt

g a B o die & B 7 \
( MDMz FOKO1, ( NRB ) { BAD ) (BSK3g) ( mTOR }
- W - - -

o= . o
l \ Y,
B \ translation
¥ -
Cell cycle regulation
Apoptasis glucose metabolism
cell oyde regulation

DNA repair

Figura 4. Via fosfatidilinositol-3-kinasa (P13K) en las células. Tomado de Koh y Lo, 2015.

3.2.4.2. Via de proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPK/ERK)

La cascada de las proteinas kinasas activadas por mitdégenos son vias
de sefalizacion intracelular que responden a varios estimulos
extracelulares y controlan una gran cantidad de procesos celulares entre
los que se incluyen crecimiento, proliferacién, diferenciacion, motilidad,
respuesta a estrés, supervivencia y apoptosis (Plotnikov et al., 2011).

Cada cascada de sefializacidon consiste en al menos tres componentes:
MAPK kinasa kinasa (MAP3K), MAPK kinasa (MAP2K), y MAPK. Las MAPK
activadas catalizan la fosforilacion de muchas proteinas; la primera cascada

que se estudio es la via de kinasas reguladas por sefales extracelulares 1/2
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(ERK1/2) (Plotnikov et al., 2011). La actividad de esta via estd involucrada
tanto en la neuroproteccién como en la exacerbacién del dafio isquémico.
Puede exagerar la inflamacién llevando a necrosis, y puede bloquear la
apoptosis mediante el aumento de los niveles de la proteina antiapoptdtica
Bcl-2 o mediante el bloqueo de la proteina proapoptética Bad (Figura 5). En
estudios de isquemia focal y global se ha descrito que la fosforilacion de
ERK1/2 disminuye durante la isquemia, sin embargo, estudios in vivo e in
vitro han demostrado un gran incremento en los niveles de p-ERK1/2
después de la reperfusion. No sabe si el aumento p-ERK1/2 es protector o
dafiino ya que, por un lado, existen estudios que indican que p-ERK1/2
protege del dafio isquémico, pero por otro hay estudios que indican que
algunos factores neuroprotectores inhiben la fosforilacién de ERK1/2 (Sawe

et al., 2008).
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Figura 5. Via de proteias kinasas activadas por mitégenos (MAPK/ERK1/2). Tomado de
Sawe et al., 2008.

4, EPIDEMIOLOGIA Y CARGA DEL ICTUS: MORBIMORTALIDAD,

DISCAPACIDAD Y DEMENCIA

El ictus continua siendo la principal causa de muerte, de discapacidad
permanente y de demencia en el mundo. En el afio 2010 se estimd una
incidencia de 16,9 millones de ictus, que se suman a un grupo de 33
millones de supervivientes a un ictus en todo el mundo (Feigin et al., 2014).
Ademas, hubo 5,9 millones de muertes y una enorme pérdida de afios de
vida por discapacidad debido al ictus, posicionandolo como la segunda

causa de muerte luego de la enfermedad isquémica cardiaca y la tercera
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causa de pérdida de afos de vida por discapacidad en todo el mundo
(Hankey, 2017). Si esta tendencia continua, en el afio 2030 habra alrededor
de 12 millones de muertes debidas al ictus y 70 millones de supervivientes
a un ictus (Feigin et al., 2014).

De acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Estadistica, en

Espafia los ictus provocaron un 6,7% de las muertes en el afio 2015.

5. TRATAMIENTO DEL ICTUS: PREVENCION, RECANALIZACION,

NEUROPROTECCION Y REHABILITACION

La hipertensidn, hipercolesterolemia, estenosis carotidea y fibrilaciéon
auricular son conocidos factores de riesgo causantes de ictus; estudios
clinicos han demostrado que el tratamiento de estas condiciones
disminuye la incidencia de ictus (Hart et al., 2007; Raman et al.,, 2013;
Collins et al., 2016; Xie et al., 2016). El tabaquismo, consumo excesivo de
alcohol, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus son también
factores de riesgo causantes de ictus (Peters et al., 2014; Zhang et al.,
2014; Mons et al., 2015; Kernan et al., 2016). Entre otros factores de
riesgo, que si se modifican podrian disminuir la incidencia de ictus, se
encuentran la contaminacion del aire ambiental, circunstancias de salud en
la nifiez, dieta de alto riesgo y malnutricidn, inactividad fisica, obesidad,
variabilidad en la presion arterial, inflamacién crénica, enfermedad renal
crénica, migrafia, contracepcion hormonal o terapia de reemplazo
hormonal, estrés psicosocial, depresién, tension laboral y largas horas de

trabajo (Feigin et al., 2016; O’Donnell et al., 2016).
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Los mayores avances en el tratamiento del ictus isquémico agudo
vienen de enfoques vasculares centrados en disolver, mediante el
activador del plasminégeno tisular (rt-PA), o remover, mediante
trombectomia endovascular, el trombo que ocluye la arteria, pero solo una
minoria de los pacientes (aproximadamente el 5%) son candidatos para
estos tratamientos (Hankey, 2017). La neuroproteccion, que se refiere a
minimizar el dafio de la isquemia sobre la neurona o, desde el punto de
vista practico de los pacientes y rehabilitadores, mantener el dafio
neuronal y glial bajo el umbral de manifestaciones clinicas, se ha
conseguido en numerosos estudios de laboratorio, pero no ha conseguido
reproducirse, en la mayoria de los casos, en estudios clinicos (Chamorro et
al., 2016). Es por esto que la proteccion farmacoldgica del cerebro y la
recuperaciéon funcional, a través de la plasticidad neuronal inducida y la
reparacion, siguen siendo los objetivos centrales de la investigacién en
ictus (Dirnagl y Endres, 2014).

Muchos farmacos neuroprotectores han fallado en demostrar
beneficio funcional en el tratamiento del ictus agudo, entre los que se
incluyen recientes estudios clinicos de citicolina, albumina a altas dosis, y
sulfato de magnesio (Chamorro et al., 2016). La evidencia actual no apoya
el uso rutinario de estrategias fisicas o farmacoldgicas para reducir la
temperatura en el ictus agudo, aunque hay ensayos en curso (Hankey,
2017).

Los pacientes con un ictus agudo necesitan una evaluacién de la
naturaleza y severidad de sus déficits neurolégicos, y el prondstico,

objetivos y requerimientos de rehabilitacidn para su recuperacion. La
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rehabilitacién de un ictus es un proceso progresivo y dinamico, orientado a
objetivos que permitan a una persona con discapacidad alcanzar un nivel
fisico, cognitivo, emocional, comunicativo, social y funcional &éptimos
(Hebert et al.,, 2016). La rehabilitacion fisica mejora la recuperacion
funcional tras un ictus e incorpora al entrenamiento de tareas funcionales
intervenciones musculo esqueléticas activas y pasivas, neurofisioldgicas y
cardiopulmonares ademas de dispositivos y modalidades asistenciales
(Pollock et al., 2014).

Avances recientes en el campo de la recuperacién de un ictus
muestran claramente que los efectos de la neurorehabilitacion pueden
mejorar mediante manipulaciones conductuales y la combinacion con
terapias adyuvantes que estimulan la  plasticidad neuronal
enddégenamente. Es probable que el tratamiento futuro y los protocolos de
rehabilitacidon para los supervivientes a un ictus esté dirigido a multiples
vias moleculares, apunte a ajustar multiples equilibrios y se base en
enfoques moduladores de la plasticidad neuronal farmacolégica y no
farmacoldgica (Pekna et al., 2012)

En las ultimas dos décadas, la neurorreparaciéon basada en células
madres ha emergido como una prometedora opcion terapéutica para el
ictus. Los datos experimentales en animales con células madres
embrionarias, células progenitoras neurales o células progenitoras
derivadas de la médula ésea son alentadores, sin embargo, actualmente no
hay disponibles terapias basadas en células madre para el ictus. A pesar del
supuesto estado inmunoprivilegiado del sistema nervioso central, los

injertos alogénicos de las neuronas y la glia derivadas de células madre
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siguen siendo susceptibles al rechazo. Una nueva terapia alternativa para
evitar el rechazo del injerto e inmunosupresién es generar células madres

pluripotenciales inducidas desde células somaticas (Blanco y Castillo, 2013)
6. REACTIVIDAD VASCULAR Y DIABETES

Los vasos sanguineos estan compuestos por tres capas: una tunica
externa o adventicia, una capa media de células musculares lisas (excepto
en los capilares) y una tunica interna o intima formada por una monocapa

de células endoteliales (Figura 6).
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Figura 6. Estructura de la pared vascular. Tomado de Zhao et al., 2015.

La adventicia contiene terminaciones nerviosas, tejido adiposo
perivascular y elementos conectivos (fibroblastos y fibras de colageno) que
permiten su adherencia a los 6rganos de alrededor. Los componentes de la

adventicia estan involucrados en el desarrollo y remodelamiento vascular,
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vigilancia inmunitaria, trafico de las células inflamatorias e intercambio de

sefales entre los vasos sanguineos y el tejido circundante.

La capa de musculo liso vascular es la responsable de la constriccidn y
dilataciéon de los vasos sanguineos. La contraccion de las células musculares
lisas vasculares puede iniciarse por estimulos mecanicos (presion
intraluminal, estiramiento) o farmacolégicos (union de ligandos a
receptores de membrana) que aumentan las concentraciones de Ca?*
intracelular a través de su liberacion desde almacenamientos internos
(reticulo sarcoplasmico) o por medio de su entrada a la célula a través de
canales de Ca%* presentes en la membrana celular (Figura 7). El Ca?* libre se
une a la calmodulina y el complejo Ca?*-calmodulina activa a la cadena
ligera de la miosina y se forman los puentes cruzados entre las cabezas de
miosina y los filamentos de actina, produciéndose la contraccion de las

células musculares lisas vasculares (Zhao et al., 2015).
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Figura 7. El aumento de Ca®* intracelular estimula la contraccién de las células musculares
lisas de la pared vascular. Tomado de Zhao et al., 2015.
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La intima es una monocapa de células endoteliales que cubre todo el
arbol vascular, desde el corazén hasta los capilares, formando la superficie
interior de todos los vasos sanguineos. El endotelio detecta cambios en el
flujo sanguineo (estrés de friccion) e interactia con hormonas vy
neurotransmisores a través de sus receptores de membrana, participando

en la regulacién dinamica del diametro vascular (Matsumoto et al., 2015a).

6.1. Regulacion del tono vascular

La reactividad vascular estd regulada por una compleja interaccién
entre vasoconstrictores (endotelina-1, angiotensina-ll, tromboxano A;
(TXAz), prostaglandina Hz) y vasodilatadores (NO, prostaciclina (PGly),
factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)) liberados desde el
endotelio, el musculo liso de la pared vascular, las terminaciones nerviosas
perivasculares y las células sanguineas, que en condiciones normales se
encuentran en equilibrio y confieren el tono normal a los vasos sanguineos
(Figura 8). La vasodilatacion ocurre si el efecto de los agentes dilatadores
sobrepasa al de los agentes constrictores, sin embargo, la vasoconstriccidon
ocurre si se genera una sobreproduccién de agentes constrictores (Hwang
y Kim, 2014). El endotelio cumple un papel clave en la regulacién del tono
vascular, mediante la sintesis y liberacién de sustancias vasoactivas que
constrinen o relajan los vasos sanguineos. Por ser motivo de estudio en

este trabajo, centraremos la atencién en el NO, los prostanoides y el EDHF.
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Figura 8. Representacion de la regulacion del tono vascular. EC= Célula endotelial, BM=
membrana basal, SMC= célula muscular lisa. Tomado de Pogessi et al., 2016.

6.1.1. Oxido nitrico (NO)

El oxido nitrico es uno de los mediadores mas importantes de la
vasodilatacion ya que es considerado el agente vasoactivo con mayor
capacidad vasodilatadora (Poredos y Jezovnik, 2013). En el afio 1980
Furchgott y Zawadzki describieron una sustancia vasoactiva derivada del
endotelio a la que denominaron factor relajante derivado del endotelio
(EDRF) que posteriormente Ignarro identific6 como NO. Como se ha
comentado anteriormente, se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina,
en presencia de NADPH y oxigeno, en una reaccién catalizada por la enzima
NOS, y en condiciones normales confiere un nivel basal de relajacion a los

vasos sanguineos. El NO sintetizado en las células endoteliales difunde al
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interior de las células musculares lisas de la pared vascular (Poredos y
Jezovnik, 2013) y activa la enzima guanilato ciclasa soluble (sGC),
aumentando la concentracion intracelular de cGMP, el cual activa la
proteina kinasa G (PKG), que produce fosforilacién de diversas proteinas en
el interior de la célula y una disminucién de la concentracién de Ca?* libre
intracelular, con la consiguiente relajacion (Bhatraju et al., 2015; Zhao et
al., 2015; Oliveira-Paula et al., 2016) (Figura 9): 1) la PKG-1 activa fosforila
los canales de K* de gran conductancia (BKca), lo que provoca salida de K,
hiperpolarizaciéon de la membrana, y disminucién de la entrada de Ca?* a
través de canales de Ca%* dependientes de voltaje, con disminucién del Ca?*
libre intracelular; 2) la PKG-1 también fosforila dicho canal de Ca%
produciendo su inhibicidn; 3) la PKG-1 fosforila el receptor del 1,4,5 inositol
trifosfato (IP3); una proteina diana de la PKG-1 denominada sustrato de la
PKG-1 asociada al receptor del IP3 (con las siglas IRAG) ha sido
caracterizada y considerada necesaria para la fosforilacién del receptor IP3;
la fosforilacion del IRAG lleva a disminuir la actividad del receptor IP3
suprimiendo la salida de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmatico; y 4) la
fosforilaciéon de otra proteina citosdlica, el fosfolamban, inhibe la bomba
de Ca?* del reticulo sarcoplasmatico, promoviendo su secuestro en el
interior del reticulo. La disminucién de la concentracion de Ca?* intracelular
debido a estas multiples fosforilaciones provoca la disminucion del
complejo Ca?*-calmodulina-MLCK, favoreciendo la relajacién del musculo
liso vascular y vasodilatacion. Por otra parte, la PKG-1 puede activar
directamente la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina, contribuyendo

también a vasodilatacion.
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Figura 9. Mecanismos implicados en la formacién y accion vasodilatadora del NO. Tomado
de Oliveira-Paula et al., 2016.
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La actividad de la eNOS puede iniciarse de forma dependiente o
independiente de Ca?* en respuesta a diversos estimulos (Figura 9 y Figura
10) (Zhao et al., 2015; Oliveira-Paula et al., 2016). Diversos agonistas, como
la acetilcolina, bradiquinina, e histamina, actuan sobre receptores de
membrana de la célula endotelial y producen un aumento del Ca?* libre
intracelular, que se une a la calmodulina y de esa forma activan la eNOS.
Por otra parte, la eNOS puede activarse por fosforilacion a distintos niveles
de su molécula. La proteina kinasa A (PKA) y la proteina kinasa B (Akt)
activan la eNOS al fosforilar el residuo serinall77 en respuesta a varios
estimulos como, por ejemplo, el estrés por friccion, de una manera

independiente del Ca?*. Por el contrario, la fosforilacion del residuo
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treonina495 interfiere con el dominio de unidn de la calmodulina,

regulando negativamente la sintesis de NO.
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Figura 10. Activacion de la eNOS de forma dependiente e independiente de Ca?*. Tomado
de Zhao et al., 2015.

Ademas de la accién relajante, el NO mantiene la homeostasis de la
pared vascular a través de la inhibicion de la inflamacién, proliferacion
celular y trombosis (Poredos y Jezovnik, 2013). Dado que el aumento de
Ca?* libre intracelular promueve la proliferacién de la célula muscular lisa
perivascular, el NO, a través de la activacién de la sGC y el aumento del
cGMP, puede tener acciones antiproliferativas. El NO también regula la
adhesion de los leucocitos al endotelio vascular al inhibir el factor nuclear
Kappa-B, que estimula la expresién endotelial de moléculas de adhesion y
citoquinas. Ademads, el NO enddgeno también puede influir indirectamente
en la regulacién del tono vascular y la proliferacion por su influencia sobre
el equilibrio redox del microambiente vascular. Por ultimo, el NO tiene

acciones antitrombéticas porque puede actuar sobre las plaquetas
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circulantes inhibiendo la agregacion, la adhesion y la liberacion de

mediadores plaquetarios.

6.1.2. Prostanoides

Los prostanoides son una familia de compuestos lipidicos derivados del
acido araquiddnico (AA), sintetizados por medio de la via de la
ciclooxigenasa (COX). EI AA es un 4acido graso liberado desde los
fosfolipidos de la membrana celular por accién de la enzima fosfolipasa A
en respuesta a estimulos como estrés por friccidon, activacion de receptores
de membrana, entre otros. Es metabolizado por la enzima ciclooxigenasa
(COX) a un sustrato intermedio, la prostaglandina H, (PGH:), que
posteriormente es convertido, mediante enzimas sintasas especificas, en
los productos biolégicamente activos entre los que se incluyen la
prostaciclina (PGly), tromboxano A, (TXAz), prostaglandina E, (PGE>),
prostaglandina Faq (PGF24) y prostaglandina D, (PGD;) (Figura 11).

Existen dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa, inicialmente
llamadas prostaglandina H sintasa-1 y -2, y actualmente llamadas COX-1y
COX-2 (Félétou et al., 2011; Kim, 2011; Luo et al., 2016). A pesar que ambas
isoformas comparten un gran porcentaje de homologia (65%), su actividad
y funcidon estdan reguladas de forma diferente y pueden funcionar
independientemente aun en el mismo tipo celular. Aunque
tradicionalmente se ha considerado a COX-2 como la isoforma inducible,
ambas isoformas se expresan constitutivamente en el organismo. COX-1 se
expresa constitutivamente en la mayoria de los tejidos, con especial

abundancia en las células endoteliales, aunque también puede
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sobreexpresarse en respuesta a determinados estimulos, como por
ejemplo el estrés por fricciéon (Félétou et al.,, 2011; Matsumoto et al.,
2015a), y se le adjudica la produccién de prostanoides requeridos para
funciones homeostaticas (Kim, 2011). COX-2 es altamente inducible en
respuesta a estimulos proliferativos e inflamatorios y al estrés por friccidn,
por lo que se cree que participa en procesos inflamatorios y tumorigénesis,
aunque también se expresa de forma constitutiva en el endotelio, cerebro
y rifidn (Féletou et al., 2011; Kim, 2011; Matsumoto et al., 2015a; Luo et al.,
2016). Estudios bioquimicos en cultivos celulares que expresan las dos
isoformas de COX han demostrado que COX-2 necesita menos
concentracion de sustrato que COX-1, por lo que podria funcionar en la
presencia de COX-1 sin que ésta se encuentre activad y, ademas, podria ser
la mayor fuente fisioldgica de PGI; (Félétou et al., 2011; Luo et al., 2016). Es
por esto que se cree que existen roles especificos para cada isoforma de la
enzima (Kim, 2011).

La PGl, y el TXA; son considerados los prostanoides mads especializados
y los que ejercen mayor impacto en el sistema cardiovascular (Félétou et

al.,, 2011; Kim, 2011; Luo et al., 2016); por esta razdon se ahondara en ellos.
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Figura 11. Sintesis de prostanoides, receptores y efectos fisiolégicos. Tomado de Huang et
al.,, 2016.

6.1.2.1. Tromboxano A; (TXA>)

El TXA; es sintetizado mayoritariamente en las plaquetas por accion de
la enzima TXA; sintasa (TXAS), mediado por la COX-1; aunque también
puede producirse en la pared vascular. Tiene efectos vasoconstrictores
potentes y proagregantes plaquetarios (Kim, 2011; Luo et al., 2016) y
ademas, participa en las alergias, modelacion de la inmunidad adquirida,
aterogénesis, neovascularizacién y metastasis de células cancerigenas
(Félétou et al., 2011). El TXA; es el ligando preferencial de los receptores de
prostanoides para tromboxano (TP), aunque altas concentraciones de otras
prostaglandinas y sus precursores también pueden activarlos. La via de
sefalizacion asociada a la activacion de estos receptores involucra
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principalmente a dos tipos de proteina G, Gg y G13, resultando en
activacion de la fosfolipasa C y RhoGEF, respectivamente (Félétou et al.,
2011). La activacion de la fosfolipasa C y la consiguiente formacion de
inositol 1,4,5-trisfosfato y diacilglicerol producen, respectivamente, salida
de Ca?* del reticulo sarcopldsmico y activaciéon de la proteina kinasa C
(PKC), que finalmente generan contraccion del musculo liso vascular
(Figura 12).

El TXA, es inactivado por la conversion a un metabolito inactivo

llamado TXB; que tiene una vida media de 30 segundos (Luo et al., 2016).

Shear stress Aionist

@ho kinase »{Contraction]

Figura 12. Sintesis y mecanismo de accién del tromboxano Az en el lecho vascular. EC=
célula endotelial, VSMC= célula muscular lisa vascular, AA= acido araquidénico, COX=
ciclooxigenasa, cPLA2= fosfolipasa A> constitutiva, CYP= citocromo P450, IP3= inositol
1,4,5-trisfosfato, ER= reticulo endoplasmico, PGH»= prostaglandina H», PLC= fosfolipasa C,
SR= reticulo sarcoplasmico, TP= receptor de tromboxano/prostaglandina. Tomado de
Ellinsworth et al., 2014.
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6.1.2.2. Prostaciclina (PGl>)

La PGI; es el principal y mas abundante metabolito del AA; se sintetiza
mayoritariamente en el endotelio vascular por accion de la enzima PGl;
sintasa (PGIS) y luego es liberada para actuar preferentemente sobre los
receptores de prostanoides para prostaciclina (IP) y ejercer sus efectos
vasodilatadores y antiagregantes (Kim, 2011; Luo et al., 2016). La PGIS se
expresa también en células vasculares lisas, neuronas, oviductos, células
epiteliales intestinales y células embrionarias (Félétou et al., 2011).

Los receptores IP, la mayoria de las veces, activan la adenilato ciclasa,
causando una elevacion del cAMP intracelular (Félétou et al., 2011), el cual
activa la proteina kinasa A (PKA) y la proteina de intercambio activada por
cAMP (Exchange protein activated by cAMP, Epac), que produce una
disminucidn del Ca* citosélico libre y que media relajacién, disminucién de
la agregacion plaquetar, disminucién del remodelado vascular y
disminucion de la inflamacidn (Figura 13). Ademas, la prostaciclina también
actua sobre un receptor citosélico, el receptor activado por la proliferacion
de los peroxisomas beta (peroxisome proliferator-activated receptors,
PPAR-B), que actla por mecanismos gendmicos y no gendmicos, y cuya
activacion tiene importantes acciones antiinflamatorias (Mitchell et al.,,
2014).

La prostaciclina se sintetiza por ambas isoenzimas COX-1 y COX-2; se
cree que en condiciones fisiolégicas se sintetiza principalmente por la via
COX-1. Sin embargo, en situaciones de inflamacion, la sobreestimulacion

de la COX-2 puede producir cantidades elevadas de PGl,.
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La PGl es rapidamente hidrolizada a un metabolito inactivo llamado 6-

keto-PGFi4 que tiene una vida media de 3 minutos.
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Figura 13. Mecanismos de accién de la prostaciclina. Tomado de Mitchell et al., 2014.

6.1.3. Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)

El EDHF es otro factor vasodilatador liberado por el endotelio. Desde
principios de los afios 80s se conocia que determinadas sustancias
producian vasodilatacion por un mecanismo que implicaba Ia
hiperpolarizacién de la membrana de la célula muscular, y que este efecto
solo se observaba en presencia de endotelio, por lo que empezd a usarse el
término de endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF (Garland y
Dora, 2016). El mecanismo idnico de la hiperpolarizaciéon consiste en la
salida de K* desde el interior celular a través de canales de K*. La
hiperpolarizacion resultante provocaria el cierre de los canales de Ca?*
operados por voltaje, con la consiguiente disminucion de Ca?* citosdlico

libre y relajacién del musculo liso vascular. La idea inicial de la existencia de
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un factor difusible que se generaba en el endotelio y que producia
hiperpolarizacién de la célula muscular lisa de la pared vascular, y por tanto
vasodilatacion, ha ido evolucionando progresivamente hacia el concepto
de hiperpolarizacién dependiente de endotelio (EDH), como expresion de
una corriente hiperpolarizante que se genera en el endotelio y que se
propaga al musculo liso adyacente, no siempre por medio de un factor
difusible (Félétou y Vanhoutte, 2009; Sorensen et al., 2012; Ellinsworth et
al., 2014; Garland y Dora, 2016). EDH se activa por un aumento del Ca?*
libre en la célula endotelial, que potencialmente produce la activacion de
tres subtipos de canales de K* activados por calcio (Kca): los de pequefia
(SKca), intermedia (IKca) y gran (BKca) conductancia. Los dos primeros estan
presentes constitutivamente en la célula endotelial, y los BKca actian como
dianas en el musculo liso de un factor difusible EDHF. El propio K* que sale
al liquido extracelular desde la célula endotelial a través de los canales SKca
e IKca puede actuar como factor difusible EDHF (Dong et al., 2016; Garland
y Dora, 2016). Por otra parte, la existencia de uniones mioendoteliales tipo
GAP también contribuye a la transmision directa de la corriente
hiperpolarizante desde la célula endotelial a la célula muscular, sin
necesidad de factor difusible (Figura 14). El tono vascular en un territorio
determinado no es simplemente el resultado de la suma lineal del efecto
contractil/relajante de cada uno de los factores reguladores del tono, sino
gue se han descrito diversas interrelaciones entre ellos. Ademas, la
importancia relativa de los diversos factores varia en funciéon del lecho

vascular. En muchos lechos vasculares, la contribucién del factor
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hiperpolarizante endotelial aumenta y la del 6xido nitrico disminuye

conforme disminuye el radio del vaso.

Figura 14. Vias de vasodilatacién que implican canales de K*. MEGJ= unién mioendotelial.
La flecha azul indica efecto, la flecha roja indica inhibicidn, la flecha verde indica
activacién. Tomado de Sorensen et al., 2012.

6.1.4. Canales de K*y tono vascular

Los canales de K* constituyen la mas extensa familia de proteinas
integrales de membrana, codificadas por mas de setenta genes, que
forman poros a través de los cuales puede difundir el K* (Humphries y Dart,
2015). Estructuralmente, los canales de K* tienen subunidades alfa que
forman el poro, y pueden tener asociadas otras subunidades auxiliares
reguladoras. Las tres familias mas importantes se denominan en funcion de

las unidades transmembrana de la subunidad alfa (Petkov, 2009; Alexander
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et al., 2011; Humphries y Dart, 2015): 2TM, 4TM y 6TM con dos, cuatro y
seis dominios transmembrana respectivamente. La familia 2TM se conoce
también como la familia de canales de K* rectificadores de entrada
(inward-rectifier K* channels, Kir), y comprende siete subfamilias, entre las
que cabe resaltar la de los canales sensibles a ATP (Karp 0 Kir6.X, con los
subtipos Kig6.1 y Kir6.2), que tienen como subunidades asociadas los
receptores de las sulfonilureas (SUR) y que se bloquean con glibenclamida.
La familia 4TM es la que ha suscitado menor consenso en su nomenclatura,
comprende seis subfamilias, con diversos subtipos en cada una de ellas, y
se caracterizan porque las subunidades alfa formadoras del poro forman
dos poros, por lo que también se conoce esta familia como canales Kzp. La
familia 6TM comprende, entre otras, varias subfamilias de canales de K*
activados por voltaje (Kv), que se bloguean con 4-aminopiridina, y dos
subfamilias de canales de K* activados por Ca?* (Kca), la subfamilia Slo o
Maxi Kca, que se bloquean por tetraetilamonio (TEA) e iberiotoxina, y que
en realidad es 7TM, y la subfamilia SK, que se bloquean con charibdotoxina

y apamina.

6.2. Complicaciones vasculares de la diabetes

La diabetes con un mal control de la hiperglucemia conduce a
alteraciones vasculares por multiples mecanismos, incluyendo
complicaciones microvasculares y macrovasculares (Orasanu y Plutzky,
2009) que por si mismas representan una elevada morbilidad y mortalidad.
Un adecuado control de las cifras de glucemia constituye la mejor

herramienta preventiva de estas complicaciones. Entre las complicaciones
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mas graves estan las que afectan al sistema cardiovascular, y suelen
agruparse en macropatias (ictus, cardiopatia isquémica e infarto de
miocardio) y micropatias (retinopatia, neuropatia, isquemia de los
miembros inferiores), segun afecten a vasos de grande o pequefio calibre
(Orasanu y Plutzky, 2009; Domingueti et al., 2016).

La alteracion principal es una disfuncion endotelial, pero también se
producen alteraciones en la contractilidad del musculo liso vacular que
provocan cambios en la reactividad vascular (Ding y Triggle, 2010;
Chaudhuri, 2002). La disfuncion endotelial se caracteriza por una
disminucion de la respuesta vasodilatadora mediada por el endotelio. En la
diabetes, la hiperglucemia juega un papel clave en el desarrollo del dano
vascular a través de diversos mecanismos, que estan intensamente
interrelacionados (Xu, 2015; Domingueti et al.,, 2016): 1) glucosilacion
irreversible no enzimatica de las proteinas; 2) alteracién del potencial
redox celular; 3) inflamacidon; 4) disfuncién endotelial; y 5)

hipercoagulabilidad (Figura 15).

| Alteration of redox potential | | Oxidative stress |
~ 7
| AGEs formation | «—— [HYPERGLYCEMIAl——
« ~N
| Endothelial dysfunction | | Hypercoagulability |

Figura 15. Mecanismos implicados en el desarrollo de las complicaciones vasculares en la
diabetes. Tomado de Domingueti et al., 2016.
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La célula endotelial es muy sensible a la hiperglucemia, ya que la
glucosa difunde pasivamente al interior celular sin necesidad de insulina. La
acumulacién intracelular de glucosa en la célula endotelial activa una via
metabdlica secundaria, la via de la aldosa reductasa, en la que las enzimas
aldosa reductasa y sorbitol deshidrogenasa catalizan el metabolismo de
glucosa a sorbitol y de sorbitol a fructosa, respectivamente. Estas
reacciones implican la oxidaciéon del NADPH a NADP* y la reduccion del
NAD* a NADH. Por ello, el excesivo flujo de glucosa al interior de la célula
endotelial produce un cambio del potencial redox, como consecuencia de
la deplecion del NADPH celular y el aumento del cociente NADH/NAD*
citosélico (Figura 16). El aumento de este cociente por la hiperglucemia
imita los efectos de la hipoxia, causando una aceleracion de la glucdlisis,
con el consiguiente aumento de la sintesis de novo de diacilglicerol a partir
de metabolitos intermedios de la glucdlisis, y la subsiguiente activacion de

la PKC (Kizub et al., 2014; Domingueti et al., 2016).
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Figura 16. Mecanismos por los cuales la hiperglucemia puede producir dafio

vascular a través de la via de la aldosa reductasa. Tomado de Domingueti et al.,
2016.

La activacion de la PKC interfiere con la sintesis de NO, promueve un
aumento de la permeabilidad vascular y de la contractilidad, estimula la
sintesis de la matriz extracelular y el engrosamiento de la membrana basal,
y promueve una respuesta inflamatoria a través de la activacion de
citoquinas y moléculas de adhesion. Ademas, la alteracion del cociente
NADH/NAD* también ocasiona un aumento de la produccién de anién
superoxido debido a la activacion de oxidasas dependientes de la NADH, el
cual oxida lipoproteinas de baja densidad (LDL), tiene efectos citotdxicos en
las células endoteliales y provoca la disminucién de la biodisponibilidad de
NO, lo que conlleva a la disfuncidn endotelial. El endotelio dafiado libera a

su vez moléculas procoagulantes, como factor Von Willebrand (VWF),
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inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1) y tromboxano A, y
expresa en su superficie factor tisular (TF) y moléculas de adhesién, como
P-selectina, E-selectina, molécula de adhesién vascular 1 (VCAM-1) y
molécula de adhesidn intracelular 1 (ICAM-1), que median la interaccion de
los neutrdfilos y plaquetas con el endotelio. Por lo tanto, la disfuncion
endotelial puede provocar un estado proinflamatorio y procoagulante.
Cuando se exponen a las aldosas, las proteinas son sometidas a un
proceso de glucosilacion y oxidacién. Inicialmente la reaccion consiste en la
condensaciéon de la glucosa a través de su grupo carbonilo con los grupos
amino de las proteinas para formar compuestos inestables y reversibles,
denominados bases de Schiff, las cuales pueden posteriormente sufrir un
remodelado para formar compuestos mds estables, denominados
compuestos de Amadori como, por ejemplo, la hemoglobina glucosilada.
Estos compuestos estables sufren complejas transformaciones que
conducen a la formacién de los denominados productos finales de la
glucosilaciéon avanzada (AGEs, de advanced glycation end-products), que
son irreversibles. Las moléculas ligadas a AGEs adquieren nuevas
propiedades, y son prooxidantes, lo que conlleva la produccién de especies
reactivas de oxigeno, que favorecen un aumento del estrés oxidativo e
inhiben la liberacion de NO, comprometiendo la funcion vascular (Figura
17). Los AGEs pueden unirse a sus receptores RAGE (receptors for
advanced glycation end-products), presentes en la superficie de las células
endoteliales, células musculares lisas perivasculares, fibroblastos,
linfocitos, monocitos y macréfagos, con la consiguiente activacion del

factor nuclear de transcripcién kappa B (NF-kB, nuclear factor-kappa B).
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Tras su activacioén, el factor NF-kB induce la transcripcidn de varios genes,
entre ellos los de la endotelina-1, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina,
trombomodulina, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular
endothelial growth factor), interleuquina-1 (IL-1), TNF-a y RAGE,
provocando un estado proinflamatorio y procoagulante, que causa
activacion endotelial. El aumento de la expresion de citoquinas
inflamatorias y moléculas de adhesidn puede amplificar las respuestas
inflamatorias, agravando el dafio vascular. Ademas, las citoquinas
proinflamatorias TNF-a, IL.-1 e IL-6 median el efecto procoagulante del
endotelio lesionado, ya que estimulan la liberacion y expresion endotelial
de moléculas procoagulantes como VWF, PAI-1 y TF, e inhiben la expresion
de moléculas anticoagulantes como la trombomodulina. Ademas, la
produccién aumentada de factores de crecimiento como el VEGF y el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor) puede
estimular el remodelado vascular, produciendo un engrosamiento de la
membrana basal, que favorece el depdsito de lipidos, promueve la
esclerosis y dafia la vasodilatacion. El dafio vascular, el estrés oxidativo, la
inflamacién y la alteracion crénica del balance hemodinamico producidos
por la hiperglucemia pueden iniciar un proceso de aterosclerosis y la
formacién de trombos intraarteriales. La expresion de moléculas de
adhesién en el endotelio lesionado promueve su unién con los leucocitos y
su transmigracion al interior de la pared vascular. Ademas, se reclutan y
activan los monocitos circulantes, se transforman en macréfagos, que
fagocitan el exceso de LDL oxidado y se transforman en células espumosas

qgue forman las lineas o rayas grasas caracteristicas de las fases iniciales del
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proceso aterosclerdtico. Los monocitos también liberan citoquinas que
promueven el reclutamiento de otras células inflamatorias. En respuesta a
este estado proinflamatorio las células musculares lisas proliferan vy
emigran desde la tunica media a la intima, y sintetizan y secretan matriz
extracelular (coldgeno, elastina y proteinglicanos) que facilitan la
formacién de un fibroateroma. En las fases iniciales de la aterosclerosis no
se suele producir trombosis. Sin embargo, cuando el proceso avanza, se
producen fisuras o ulceraciones de la placa que, expuestas a sustancias
altamente trombogénicas como el TF y VWF, provoca la adhesion vy
agregacion plaquetar y un rdpido crecimiento del trombo. Ademas, las
plaquetas activadas también liberan citoquinas y factores de crecimiento
que facilitan el reclutamiento de monocitos a la placa aterosclerética y
estimulan la proliferacién de fibroblastos y de células musculares lisas, que
acentuan el proceso aterosclerdtico. Las plaquetas activadas también
pueden interactuar con el endotelio, estimulando la formacién de
moléculas de adhesidn y citoquinas, exacerbando el proceso inflamatorio.
Resulta por tanto incontestable el papel de la disfuncidon endotelial, la
inflamacidén y la hipercoagulabilidad en el desarrollo de las complicaciones

vasculares en la diabetes.
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Figura 17. Mecanismos por los cuales la hiperglucemia puede producir dafo vascular a
través de la via de los productos finales de la glucosilacién avanzada (AGEs). Tomado de
Domingueti et al., 2016.

En un metaanalisis (Loader et al., 2015) se ha observado que durante
la hiperglucemia aguda se produce una disminuciéon de la funcion
endotelial en la macrocirculaciéon, aunque no se ha observado en la
microcirculacidn; sin embargo, la funcidén de las células musculares lisas no
se ve afectada durante la hiperglucemia aguda. Esta disfuncién endotelial
macrovascular puede ser atribuible a wuna disminucion de Ia
biodisponibilidad de NO secundaria al estrés oxidativo producido por la
hiperglucemia. La ausencia de disfuncidon endotelial en la microcirculacion
podria explicarse por el hecho de que el NO tiene un menor peso en la
regulacién vascular en la microcirculacion, pesando mas otros mediadores
quimicos vasodilatadores como el EDHF o la prostaciclina. Por otra parte, el
hecho de que la funcion del musculo liso vascular no esté alterada durante

la hiperglucemia aguda indica que la disfuncién endotelial precede a la
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disfuncidn de la célula muscular lisa, sugiriendo que la disfuncién endotelial
tiene un papel primordial en la patogénesis de la enfermedad
cardiovascular (Loader et al., 2015). Aunque la menor biodisponibilidad de
NO durante la hiperglucemia aguda pueda ser transitoria, la repeticion o el
mantenimiento de esta situacién puede provocar un estado
proinflamatorio con proliferacion del musculo liso vascular, mayor tono
vasoconstrictor y remodelado vascular, todos ellos factores que estan
implicados en la fisiopatologia de la enfermedad cardiovascular.

Como se ha comentado anteriormente, en condiciones fisioldgicas el
NO se sintetiza a partir de L-arginina con la participacion de la enzima NO
sintasa (NOS), enzima que estd inhibida por la dimetil arginina asimétrica
(ADMA). EI NO ejerce sus acciones vasodilatadoras, antiagregantes,
antiproliferativas y antioxidantes a través de la activacion de la guanilato
ciclasa soluble (sGC) y la formacién de cGMP. Sin embargo, durante la
hiperglucemia aguda se genera un exceso de superoxido que secuestra el
NO, contribuyendo a la atenuacién de sus acciones tisulares y a la
formacién de peroxinitrito (ONOO"). Ademas, se aumenta la expresion de
una proteina proinflamatoria, la thioredoxin-interacting protein (TXNIP),
que aumenta el estrés oxidativo, contribuyendo potencialmente a la
disfuncion de la sGC (Horowitz et al., 2015).

Diversos estudios han puesto de manifiesto que en la diabetes se
produce una disminucion de la sintesis de prostaciclina y un aumento de la
sintesis de tromboxano, condicionando un aumento del cociente
vasoconstrictor/vasodilatador prostanoidérgico en diabetes que puede

contribuir a la disfuncién endotelial, hipercoagulabilidad, aterosclerosis y
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trombosis (Stitham y Hwa, 2016). Los mecanismos propuestos por los
cuales la hiperglucemia produciria ese cambio en el balance regulador de
los prostanoides serian basicamente un aumento de la induccién de COX-2,
mediada por el aumento de la PKC descrito en parrafos anteriores (Kizub et
al., 2014; Domingueti et al., 2016; Stitham y Hwa, 2016), y que produciria
un aumento del TXA,, y por otra parte, ONOO" inhibiria la prostaciclina
sintasa, lo que conllevaria una disminucién de la sintesis de prostaciclina

(Figura 18).
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Figura 18. Mecanismos por los que la hiperglucemia produce cambios en el balance de los
prostanoides en el lecho vascular en la diabetes. Tomado de Stitham y Hwa, 2016.

La disfuncion endotelial en Ila diabetes también podria estar
relacionada con cambios en el mecanismo de relajacién vascular
dependiente de EDH. Se ha observado que los AGEs inducen
sobreexpresion de los canales IKca en el musculo liso vascular y en
fibroblastos (Zhao et al., 2012; Zhao et al., 2013). En un modelo de diabetes

tipo 2 en ratas (ratas ZDF) se ha descrito una elevada contribucién de los
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canales IKca en la respuesta vasodilatadora de la arteria mesentérica, que
se acompana de un aumento de expresion de dichos canales en la pared
arterial (Schach et al., 2014). El bloqueo farmacoldgico de los canales IKca
reduce significativamente el desarrollo de la nefropatia diabética (Huang et
al., 2015). En arteriolas coronarias humanas se ha descrito que la respuesta
al NS309, un activador de los canales endoteliales SKca e IKca, esta
disminuida en la diabetes, aunque este menor papel funcional de estos
canales no se acompafia de cambios significativos en la expresion de los
mismos en el lecho arteriolar (Liu et al., 2015). De forma similar, una
alteracion en la relajacidon mediada por activacion de canales IKca
contribuye a la disfuncién endotelial en la circulacién uteroplacentaria en
ratas (Gokina et al., 2015). Por otra parte, la actividad de los canales BKca
(Nystoriak et al., 2014; Qjan et al., 2014) y Ky (Nieves-Cintron et al., 2015;
Hong et al., 2016) también esta alterada en la diabetes, y contribuye al

mayor tono arterial.

6.3. Alteraciones cerebrovasculares de la diabetes e ictus

La diabetes produce cambios estructurales y funcionales en el lecho
cerebrovascular, y las respuestas vasculares se ven afectadas de diferente
manera en los grandes y pequefios vasos cerebrales. Estas alteraciones
locales pueden tener un papel importante en la regulacion fisioldgica de la
perfusion cerebral y en la patogenia de las complicaciones cerebrales de la
diabetes, incluyendo el ictus (Ergul et al., 2012). De hecho, la relacidn entre
la diabetes y el ictus es bidireccional: la diabetes es un fuerte factor de

riesgo independiente de ictus, esta asociada con malos resultados
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funcionales y altas tasas de mortalidad, y mds de un tercio de los pacientes
con ictus agudo presentan hiperglucemia, muchos de los cuales no han
tenido historia previa conocida de diabetes. Ademas, los pacientes que
sufren un ictus y que presentan hiperglucemia aguda desde el inicio, tienen
menor tasa de recanalizacion y mayor riesgo de transformacion
hemorragica con el tratamiento con el activador del plasmindgeno tisular

(Luitse et al., 2012; Hafez et al., 2014).

7. ELSISTEMA DE PEPTIDOS NATRIURETICOS EN EL ICTUS: ANP COMO

OPCION TERAPEUTICA

En la busqueda de nuevas terapias y agentes neuroprotectores mas
efectivos para el tratamiento del ictus isquémico agudo, el sistema de los

péptidos natriuréticos representa una fuerte alternativa.

7.1. Elsistema de péptidos natriuréticos: péptidos, receptores y

aplicacion clinica

Los péptidos natriuréticos son un importante sistema autocrino,
paracrino y endocrino que participa en el control de la presion arterial y la
homeostasis de fluidos mediante la afectacion de la hemodinamica central
y periférica (Guo et al., 2014; Hodes vy Lichtstein, 2014). Se han identificado
tres péptidos natriuréticos distintos, pero estructuralmente relacionados:
péptido atrial natriurético (ANP), péptido natriurético tipo B (BNP) y
péptido natriurético tipo C (CNP). Los tres péptidos son sintetizados
inicialmente como prohormonas y su subsecuente escision da como

resultado la formacion de los péptidos bioldgicamente activos (Kerkeld et
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al., 2015). Tienen una estructura comun constituida por un anillo de 17
aminodcidos con un puente disulfuro entre los dos residuos cisteinicos. En
humanos, la secuencia de aminoacidos de este anillo es muy similar, con
pequefios cambios de un péptido a otro (Figura 19).

El ANP es mayormente sintetizado, almacenado y liberado por los
cardiomiocitos auriculares en respuesta al aumento de la tensién de la
pared de la auricula y al aumento del volumen intravascular, se sintetiza
también en los ventriculos en situaciones de estrés hemodinamico (Potter
et al., 2006; Pandey, 2011; De Vito et al., 2014; Kerkel3 et al., 2015; Song et
al., 2015). Deriva de un péptido precursor llamado pre-pro-ANP, que es
fragmentado formando otro péptido llamado pro-ANP, el cual se almacena
en granulos en los cardiomiocitos auriculares (De Vito et al., 2014; Song et
al., 2015). Cuando las células cardiacas son debidamente estimuladas, el
pro-ANP es liberado a la circulacion y es escindido generandose un péptido
N-terminal (NT-pro-ANP) y el péptido C-terminal biolégicamente activo de
28 aminoacidos, ANP (Song et al., 2015). El BNP se sintetiza principalmente
por los cardiomiocitos ventriculares y su liberacién aumenta en situaciones
gue aumentan la precarga y poscarga cardiaca; al igual que el ANP, se
sintetiza como preprohormona y su forma biolégicamente activa esta
compuesta por 32 aminoacidos. El CNP se produce vy Ilibera
mayoritariamente por las células endoteliales en respuesta al estrés de
friccién, a agentes vasoactivos y a citoquinas proinflamatorias, aunque
también se produce en el cerebro, cartilago y otros tejidos periféricos
(Potter et al., 2006; Pandey, 2011; Guo et al., 2014; Kerkela et al., 2015); su

forma activa esta compuesta por 22 aminodcidos (Figura 19).
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Figura 19. Sintesis y estructura de los péptidos natriuréticos. Tomado de Potter et al., 2006

Los péptidos natriuréticos interactuan con tres tipos diferentes de
receptores: receptor de péptidos natriuréticos A (NPR-A), que se une tanto
a ANP como BNP, con mayor afinidad por el ANP; el receptor de péptidos
natriuréticos B (NPR-B), mas especifico para el CNP; y el receptor de
péptidos natriuréticos C (NPR-C), que se une con similar afinidad a los tres
péptidos.

El receptor NPR-A se expresa principalmente en la superficie externa

de la membrana de las células endoteliales y de las células musculares lisas,
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tanto de venas como de arterias, ademds esta presente en neuronas vy
otros tejidos (Guo et al., 2014) como glandula adrenal, rifidn y corazon
(Nakayama, 2005; Gardner et al., 2007). El receptor NPR-B estd localizado
en el cerebro y sistema vascular, especialmente en venas (Guo et al., 2014),
ademas estd presente en la glandula adrenal y rifidén. Y el receptor NPR-C
se ubica en las células musculares lisas vasculares, células endoteliales,
pulmon, rifidn (Nakayama, 2005; Potter et al., 2006; Pandey, 2011).

NPR-A y NPR-B poseen un segmento de transmembrana acoplado a la
enzima guanilato-ciclasa (GC) en el dominio intracelular. La unidn del
péptido al receptor estimula la actividad de GC y se genera como segundo
mensajero GMP ciclico (cGMP) (Gardner et al., 2007; Misono et al., 2011;
Pandey, 2011; Potter, 2011), el cual puede actuar sobre tres tipos de
efectores para producir efectos fisioldgicos: 1) proteinas kinasas
dependientes de cGMP (PKG), la cuales se piensa que ejercen los efectos
cardioprotectores de los péptidos natriuréticos; 2) fosfodiesterasas
reguladas por cGMP; y 3) canales idnicos regulados por cGMP. El NPR-C,
por otra parte, carece de un dominio intracelular unido a GC y cumple la
funcién de aclaramiento de los tres péptidos, internalizandolos vy
removiéndolos de la circulacién (Figura 20) (Potter et al., 2006; Kerkela et

al., 2015; Song et al., 2015).
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Figura 20. Receptores NPR para ANP y mecanismos de accién de ANP. Tomado de Levin et
al., 1998.

La importancia de los péptidos natriuréticos en la regulacion de la
homeostasis cardiovascular esta relacionada con sus acciones sobre
distintos organos y sistemas. Los péptidos natriuréticos inhiben el sistema
renina-angiotensina-aldosterona, aumentando la excrecién renal de sodio
y de agua, e inhiben la actividad del sistema nervioso auténomo,
reduciendo el tono vascular. El aumento de la diuresis y natriuresis esta
relacionado también con una accién directa a nivel renal, donde aumentan
el filtrado glomerular y disminuyen la reabsorcion de agua en el tubulo
proximal y en el tubo colector. Ademas, los péptidos natriuréticos
aumentan la permeabilidad endotelial, facilitando el paso de agua al
compartimento extracelular y reducen la precarga, posiblemente por
disminucion del retorno venoso y aumento de la capacitancia venosa.

También se ha descrito que los péptidos natriuréticos pueden ejercer
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importantes acciones metabdlicas. En el tejido adiposo aumentan Ia
lipdlisis y la liberacion de adiponectinas, e inhiben la liberacién de leptina;
ademas, aumentan la biogénesis mitocondrial y la capacidad oxidativa en el
tejido adiposo y en musculo esquelético.

En el contexto clinico, los péptidos natriuréticos han emergido como
una herramienta para el diagndstico, prondstico y terapéutica
cardiovascular (Potter et al.,, 2006; Gruden et al., 2014; Schlueter et al.,

2014; Kerkel3 et al., 2015).

7.2. Péptidos natriuréticos y diabetes

A raiz del conocimiento de las acciones metabdlicas de los péptidos
natriuréticos ha suscitado gran interés la posible relacion de este sistema
con la obesidad, la diabetes mellitus tipo 1y 2 y la resistencia a la insulina
(Gruden et al., 2014; Schlueter et al., 2014). Se ha descrito que existe un
aumento de la concentracion plasmatica de ANP en pacientes con diabetes
tipo 1 (McKenna et al., 2005) y tipo 2 (Nannipieri et al., 2002); situacidn
gue ha sido descrita también en modelos experimentales de diabetes en
ratas (Obineche et al., 2004) y conejos (Yegen et al., 1995). Este aumento
de la concentracion plasmatica de ANP se ha relacionado con un mal
control de la glucemia (McKenna et al., 2005). Los péptidos natriuréticos
estimulan la lipdlisis, aumentan la produccidon de adiponectina y pueden
contribuir a un mejor control de la glucemia (Welsh y McMurray, 2012;

Heinisch et al., 2012).
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7.3. Péptidos natriuréticos en el sistema nervioso central: funciones y

potencial neuroprotector

Los péptidos natriuréticos y sus receptores estdn expresados vy
distribuidos en el sistema nervioso central. Esto tiene dos consecuencias
importantes: la primera es que, ademas de sus acciones periféricas, los
péptidos natriuréticos podrian estar implicados en el control central de
funciones cardiovasculares como la presion arterial (Hodes y Lichstein,
2014), y la segunda es que el sistema de los péptidos natriuréticos podria
estar involucrado en una variedad de aspectos en la fisiologia vy
fisiopatologia del sistema nervioso central, por ejemplo, desarrollo neural,
transmisién sinaptica (Cao y Yang, 2008), comportamiento (Hodes y
Lichstein, 2014), hemodinamica cerebral (Guo et al., 2014), homeostasis de
fluidos, neuroinflamacion, ansiedad y memoria (Mahinrad et al., 2016). De
particular interés es la funcidon neuroprotectora que los péptidos
natriuréticos han presentado en varios ejemplos de dafo neuronal
experimental (Ma et al., 2010; Kuribayashi et al., 2006; Wiggins et al., 2003;
Fiscus et al., 2001), conduciendo a la premisa de que los péptidos
natriuréticos podrian ser parte de un mecanismo protector endégeno en el

cerebro (Hodes y Lichstein, 2014).

7.4. Péptido atrial natriurético en el ictus: biomarcador y

herramienta terapéutica

Diversos estudios experimentales han demostrado que el ANP, por su
habilidad de regular el balance de fluidos y electrolitos disminuye el edema

cerebral y el consecuente aumento de la presién intracraneal tras isquemia
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cerebral focal (Naruse et al., 1991) o global (Akdemir et al., 1997; Nakao et
al., 1990), asi como tras hemorragia cerebral (Rosenberg y Estrada, 1995)
en ratas. En concordancia, bajos niveles de mRNA de ANP se han asociado
a aparicion temprana de ictus en ratas espontdaneamente hipertensas
(Rubattu et al., 1999), y mutaciones en el gen de ANP se han asociado con
remodelamiento cerebrovascular alterado e incremento del riesgo de un
evento en las ratas espontaneamente hipertensas propensas a ictus (De
Paolis et al., 2007). En contraste, algunos estudios desde el ambito clinico
han presentado resultados conflictivos. El  aumento de Ia
inmunoreactividad glial a ANP en la sustancia blanca peri infarto sugiere
gue podria contribuir a la regulacién del flujo sanguineo en el cerebro
dafiado (Nogami et al., 2001). La interaccion del ANP y los polimorfismos
del gen NPR-A se han asociado con aumento de la aparicion y recurrencia
de ictus (Rubattu et al., 2004). Niveles elevados en plasma de fragmentos
de ANP han sido asociados con aumento del riesgo de ictus cardioembdlico
(Berntsson et al.,, 2014; Katan et al.,, 2016), y predicen resultados
desfavorables y mortalidad luego de ictus isquémico (Makikallio et al.,
2005; Katan et al., 2010) o hemorragico (Fisher et al., 2014). Sin embargo,
un reciente estudio de asociacion genética ha demostrado un polimorfismo
de nucledtido simple en el gen de ANP, cuyos portadores tienen bajos
niveles plasmdaticos de ANP y mayor incidencia de ictus (Pereira et al.,
2015), en contraste con previos estudios que sugieren que altos niveles de
ANP circulante son un biomarcador de riesgo de ictus.

Enfocandonos en el ANP en el escenario del ictus experimental, cierta

evidencia nos lleva a sugerir que el ANP podria ser visto como un factor
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protector debido, al menos en parte, a sus efectos antiedema vy, por lo
tanto, a su habilidad de disminuir la presion intracraneana (Nakao et al.,
1990; Naruse et al., 1991; Rosenberg y Estrada, 1995; Akdemir et al., 1997).
Una conclusion diferente parece derivar de estudios en humanos, en los
que se ha descrito que niveles elevados de ANP (Rubattu et al., 2004;
Maékikallio et al.,, 2005) o de MR-proANP se asocian con malas
consecuencias funcionales, aumento de la mortalidad y aumento de la
incidencia de ictus (Katan et al., 2010; Berntsson et al., 2014; Katan et al.,
2016).

Independientemente de las diferentes conclusiones derivadas de
estudios preclinicos y clinicos, las estrategias terapéuticas dirigidas a los
péptidos natriuréticos podrian tener un potencial papel en el ictus. Para
nuestro conocimiento, la posibilidad de que el ANP podria mejorar el
estatus neuroldgico y reducir el volumen de infarto, los principales
objetivos de la neuroproteccién en el ictus isquémico agudo, no han sido

investigados en modelos animales de ictus isquémico.

7.5. Efectos vasoactivos del ANP: circulacion cerebral

Se ha sugerido, ademas, que los péptidos natriuréticos participan en el
control del flujo sanguineo cerebral debido a la presencia de sitios de unién
a ANP en la red vascular cerebral (Bianchi et al., 1986) y de neuronas
corticales inmunoreactivas a ANP cerca de los vasos sanguineos cerebrales
(McKenzie et al., 1990). Sin embargo, estudios en animales en los que se
evalia el efecto de los péptidos natriuréticos en arterias cerebrales

asiladas, en el diametro in situ de vasos piales o en la perfusion cortical han
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presentado resultados inconsistentes o incluso contradictorios (Guo et al.,
2014). Un estudio reciente en voluntarios sanos mostré que la infusion
intravenosa de péptidos natriuréticos a dosis farmacoldgica no modifica la
velocidad del flujo sanguineo de la arteria cerebral media y tiene efectos
adversos (Guo et al., 2015). En contraste, la infusidon intraarterial de
péptidos natriuréticos indujo aumentos en el flujo sanguineo del antebrazo
en hombres sanos (van der Zander et al., 1999; Komarek et al., 2004). Los
efectos vasodilatadores locales de los péptidos natriuréticos sugeridos en
la circulacion cerebral merecen mayor investigacion para poder clarificar el
rol fisiolégico de estos péptidos en la regulacion del flujo sanguineo
cerebral y su potencial participacion en las enfermedades en las que esta
alterada la hemodinamica cerebral, como es el caso del ictus isquémico
agudo.

Con la excepcion de que el ANP induce vasoconstriccidon en arteriolas
renales eferentes (Marin-Grez et al., 1986) y vasos esplénicos (Andrew y
Kaufman, 2003), se sabe que el ANP ejerce vasodilatacion (Winquist y
Hintze, 1990), aunque con significativas diferencias regionales (Faison et
al., 1985; Kawai y Ohhashi, 1989). Por otra parte, el efecto del ANP en la
circulacion cerebral es controversial (Guo et al., 2014; 2015), y existe una
carencia de informacion acerca de los efectos vasoactivos de este péptido
en condiciones de diabetes. En nuestro grupo de investigacion hemos
descrito previamente el efecto relajante del ANP y del BNP en la arteria
cardtida, y la hiporreactividad inducida por la diabetes ante estos dos
péptidos en esta arteria extracraneal (Marrachelli et al., 2011; Centeno et

al., 2013).
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Objetivos

El objetivo genérico del trabajo de investigacion que se presenta en
esta Tesis Doctoral consiste en evaluar a nivel preclinico el potencial
neuroprotector del péptido atrial natriurético (ANP) en el ictus isquémico,
los efectos vasoactivos del ANP en las arterias cerebrales y su posible
alteracion por la diabetes.

Se han utilizado modelos animales de ictus y diabetes para abordar los

siguientes objetivos concretos, con los que analizar los siguientes aspectos:

1. Efecto protector del ANP sobre el dafo cerebral isquémico
provocado por un ictus en rata, en términos de deterioro
neurofuncional, volumen de infarto y muerte celular apoptética.

2. Papel de la expresion en el tejido cerebral de los receptores para ANP
(NPR-A y NPR-C) y de los subtipos de canales de K* en el efecto
protector del péptido.

3. Implicaciéon de la modulacion en el tejido cerebral de las vias de
sefializacion PI13K/Akt y MAPK/ERK1/2 en el efecto protector del ANP
frente al dafio isquémico.

4. Efecto relajante del ANP en la arteria basilar de conejo aislada,
comprobando la expresidn de receptores vasculares para ANP (NPR-A
y NPR-C) y la participacidon del endotelio en el efecto relajante del
péptido.

5. Intervencién del o6xido nitrico (NO), los prostanoides
vasoconstrictores y vasodilatadores, y el flujo de salida de K* a través
de diferentes subtipos de canales, en el efecto relajante del ANP.

6. Efecto de la diabetes sobre el efecto relajante del ANP en la arteria

basilar y los mecanismos implicados en la relajacion.
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Material y métodos

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Las condiciones de estabulacion y los procedimientos experimentales
utilizados se realizaron respetando la normativa espafiola (RD 53/2013)
que regula el uso de animales en la investigacion cientifica, y se aprobaron
por el Comité Etico de Bienestar Animal del Hospital La Fe y por el Comité
de Etica de la Universidad de Valencia.

En este estudio se emplearon ratas Wistar macho de 300-350 g de
peso (Charles River Laboratories, Barcelona, Espafia) y conejos Blancos
Nueva Zelanda machos de 2-3 kg de peso (Granja San Bernardo, Navarra,
Espafia)

Todos los animales se mantuvieron estabulados en ciclos de 12 h

luz/oscuridad, con agua y comida ad libitum.
2. ICTUS ISQUEMICO EN RATA

2.1. Oclusion transitoria de la arteria cerebral media mediante la

técnica del filamento intraluminal

La preparacién del modelo se lleva a cabo en dos dias consecutivos. En
el primer dia, el animal es anestesiado mediante inyeccion i.p. de 5 mg/kg
de diazepam (Valium®, Roche Pharma) y 100 mg/kg de ketamina (Ketolar®,
Parke-Davis), y ademas se le proporciona analgesia mediante inyeccion s.c.
de 0,1 mg/kg de buprenorfina (Buprex®, Schering-Plough). A continuacién
se coloca en decubito prono en un marco estereotaxico (Kopf®
Instruments, mod. 900) y se realiza una incisién longitudinal en la linea
media de la cabeza. Se separan la piel y el periostio y se expone el craneo.
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Con la ayuda de un microscopio quirdrgico se realiza un trépano de 1 mm
de didmetro situado 3 mm posterior al bregma y 4 mm a la derecha de la
sutura sagital (LDF); y otros tres trépanos de 0,8 mm de didmetro, uno
situado 1 mm posterior al bregma y 1,5 mm a la derecha de la sutura
sagital (ICV), otro situado 2,5 mm posterior a LDF (T1), y otro situado 2,5
mm anterior al bregma y 2,5 mm a la izquierda de la sutura sagital (T2)
(Figura 21). En los trépanos T1 y T2 se enroscan minitornillos de acero
inoxidable (Fine Science Tools). A continuacién, en el trépano ICV se
introduce la canula de un kit de infusion intracerebroventricular (Alzet
Brain Infusion Kit 1, Durect Corp), la cual se fija al crdneo con cemento
dental. Posteriormente, sobre el trépano LDF se coloca un cono de aguja
de 21G cortada y limada que servira de guia para una fibra dptica que se
conectard a una sonda laser-Doppler, que nos permitira medir el flujo
sanguineo cerebrocortical. Al igual que el kit de infusidn
intracerebroventricular, este cono se fija al crdneo con cemento dental,
aprovechando el anclaje que ofrecen los tornillos T1 y T2. Finalmente se

sutura la herida y se recupera al animal de la anestesia y se le estabula.

64 Mikahela Lépez Morales



Material y métodos

Figura 21. Localizacién del soporte de la sonda LDF, canula ICV y tornillos de fijacién. LDF:
soporte para la sonda laser-Doppler; ICV: canula intracerebroventricular; T1 y T2: tornillos
de fijacion.

En el segundo dia, el animal se anestesia con una inyeccién i.p. de
clorhidrato de ketamina, diazepam y sulfato de atropina (0,3 mg/Kg) (B.
Braun Medical) para permitir la intubacién orotraqueal con una canula de
16G vy se le proporciona analgesia mediante inyeccion s.c. de buprenorfina.
Una vez intubado se monitorizan los siguientes parametros: perfusidon
cerebrocortical (PC), presion arterial sistémica (PAS), temperatura corporal,
presion parcial de oxigeno arterial (Pa0O3), presién parcial de didxido de
carbono arterial (PaCO>), pH arterial y glucemia.

Para la monitorizacién de la PC, la fibra éptica (mod. MT B500-0 L120,
Perimed AB) se aloja en su correspondiente guia, avanzando su extremo
hasta que establece suave contacto con la corteza cerebral. El otro
extremo se conecta a una sonda laser-Doppler (Probe 418, Perimed AB)
gue, a su vez, estd conectada a un medidor laser-Doppler (Periflux 4001
Master, Perimed AB). A continuacién, el animal se posiciona en decubito

supino fijado a la mesa quirurgica y se conecta a un ventilador mecanico
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(Harvard Rodent Ventilator, mod. 683). La anestesia se mantiene con una
mezcla de 0,5-1% de sevofluorano (Sevorane®, Abbot Laboratories) en N,O
y Oz (70:30, respectivamente), un volumen corriente de 2,5 mL y una
frecuencia respiratoria inicial de 55-60 ciclos/minuto. La proporcién de
gases y frecuencia respiratoria se modifican a lo largo del experimento en
funcién de los requerimientos del animal medidos mediante gasometria.

La temperatura corporal se mide mediante una sonda rectal y se
mantiene a 37°C durante todo el experimento con la ayuda de una manta
calefactora homeotérmica.

Para el registro de la PAS se introduce un catéter de 0,9 mm de
diametro externo (Vasocan® Brauniile®, Braun Medical S.A.) en la arteria
femoral izquierda, el cual se conecta, a través de una cupula (Hewlett-
Packard Medical Products Group, mod. 1295C), a un transductor de presién
(Hewlett-Packard Medical Products Group, mod. 1290C), y éste a un
medidor de presion arterial (Stoelting mod. 50110). El catéter femoral
permite ademas obtener muestras de sangre arterial (0,2 mL) para
monitorizar la PaO,, PaCO, y pH con un analizador de gases (ABL™S5,
Radiometer Medical A/S) y de la glucemia (Glucometer Elite®, Quimica
Farmacéutica Bayer) en tres momentos del procedimiento: antes (valor
control), durante (valor representativo de la isquemia) y después (valor
representativo de la reperfusiéon) del episodio de isquemia-reperfusion. Las
sefales de PC, PAS y temperatura corporal son digitalizadas (PF 472,
Perimed AB) y enviadas a un ordenador equipado con un programa de
adquisicion y almacenamiento de datos para su posterior andlisis (Perisoft

v5.10, Perimed AB).
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Una vez monitorizados los parametros se procede a la oclusién de la
arteria cerebral media (ACM) mediante la técnica del filamento

intraluminal (Longa et al., 1989), esquematizada en la Figura 22.

_ACM
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Figura 22. Anatomia vascular de la zona ventral derecha del cuello y de la base del
encéfalo de la rata, y secuencia quirurgica de la técnica del filamento intraluminal. La linea
discontinua delimita el campo quirdrgico. 1. Arteria basilar (AB); arteria cardtida comun
(ACC); arteria cardtida externa (ACE); arteria cardtida interna (ACI); arteria cerebral media
(ACM); arteria occipital (AO); arteria pterigopalatina (APP); arteria tiroidea superior (ATS);
poligono de Willis (PW). 2. Termocoagulacion y seccidn de las ramas de la ACE; ligadura y
seccién de la ACE; colocacion de clips microvasculares para impedir el flujo sanguineo y
realizacién de una incision en la ACE. 3. Retirada de los clips microvasculares e
introduccién de la sutura de nailon con la cabeza redondeada hasta la base de la ACM en
el poligono de Willis.

La técnica consiste en la exposicion de la arteria carétida comun
derecha tras una incisidn longitudinal en la linea media ventral del cuello y

posterior separacidn por diseccién roma de las glandulas submaxilares y los
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musculos omohioideo y esternohioideo. Seguidamente se disecan las
arterias cardtida comun y cardtida externa y se termocoagulan las dos
primeras ramas de la ultima: la arteria tiroidea superior y la arteria
occipital. Por encima de estas ramificaciones se colocan dos ligaduras y se
corta la arteria carétida externa entre ambas, dejando un mufién. Se diseca
la arteria cardtida interna, separandola del nervio vago y del cuerpo
carotideo, hasta visualizar la bifurcacion donde surge Ila arteria
pterigopalatina que se liga en su parte distal. El siguiente paso es introducir
un filamento de nailon (4/0) con la punta redondeada por acercamiento a
una fuente de calor, que ocluird la ACM. Para ello se colocan dos clips
microvasculares, uno en la arteria carétida comun y otro en la arteria
carétida interna, interrumpiéndose momentaneamente el flujo sanguineo,
y se realiza una pequena incisién en el extremo distal del mufién de la
arteria carétida externa por donde se introduce el filamento de nailon.
Después de comprobar que el filamento se encuentra en la luz de la arteria
se coloca una ligadura para impedir que sangre por la incision, se retiran
los clips y se restaura la circulaciéon normal de la sangre.

Tras unos minutos de registro de las sefiales de PC, PAS y temperatura
corporal y tras la extraccién de la primera muestra de sangre arterial
(muestra control), se hace avanzar el filamento hasta el origen de la ACM
en el poligono de Willis. La colocacidon optima del filamento se pone de
manifiesto por el descenso brusco de la PC (Figura 23). La oclusion se
mantiene durante 60 min, tras los cuales se extrae una nueva muestra de
sangre arterial (muestra de isquemia) y se retira el filamento permitiendo

la reperfusion, la cual se pone de manifiesto por la recuperacion de los
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valores de PC. Tras 15 min de reperfusidn se extrae una nueva muestra de
sangre arterial (muestra de reperfusion). Por ultimo, se extrae el filamento

y el catéter femoral, se suturan las heridas y el animal se estabula.
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Figura 23. Registro de la perfusién cerebrocortical (PC) durante la intervencién. De
izquierda a derecha se observa, en linea azul, el valor basal de PC, el descenso brusco de
ésta al colocar el filamento y la recuperacion e incluso superacién del nivel basal al quitar
el filamento (reperfusién). La linea roja representa el registro de la presion arterial media.

2.2. Evaluacion del daino cerebral isquémico

2.2.1. Valoracion neurofuncional

La afectacion del animal se evalia mediante un test que permite
cuantificar de 0 a 9 el grado de deterioro neurofuncional, siendo 0 ausencia
de afectacion y 9 afectacion maxima. El test se basa en la observacion de

las siguientes respuestas con sus correspondientes puntuaciones:

e Desplazamiento/exploracion:
0.- Normal

1.- Desplazamiento sin exploracion
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2.- Desplazamiento sdélo al estimular o no se desplaza en
absoluto
e Deriva a laizquierda:
0.- Nunca
1.- Al elevar por la cola (hacia adelante y hacia atras)
2.- Espontaneamente
3.- Peonza (giro sin desplazamiento)
e Sujecion de la pata delantera izquierda:
0.- No permite
1.- Permite con resistencia
2.- No opone resistencia
e Reflejo paracaidas (extensién de las patas delanteras al simular una
caida libre, manteniendo al animal sujeto por la cola):
0.- Simétrico
1.- Asimétrico

2.- Pata izquierda retraida hacia el cuerpo

2.2.2. Evaluacion del volumen de infarto cerebral

El volumen de infarto se determind mediante tincién con cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC; Sigma-Aldrich) (Bederson et al., 1986). Esta sal
hidrosoluble alcanza la mitocondria y, en tejidos sanos, se reduce
adquiriendo una coloracién roja. En tejidos donde la actividad mitocondrial
esta comprometida, como el tejido cerebral infartado, el TTC no llega a
reducirse, por lo que no se produce coloracién alguna. En primer lugar, el

animal se anestesia mediante inyeccién intraperitoneal de una mezcla de
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clorhidrato de ketamina (100 mg/Kg) y diazepam (5 mg/Kg) y se sacrifica
por inyeccidon intracardiaca de una solucion de cloruro potasico
(Antibidticos Farma, S.A.) (200 mg/Kg). Rapidamente se extrae el encéfalo,
se sumerge en solucion salina fisioldgica fria (4°C) durante 5 min y se corta
en secciones coronales de 2 mm de grosor con un cortador de tejido
(Stoelting mod. 51425). Se obtienen 7 secciones que se incuban durante 10
min a 37°C en una solucién de TTC al 2% en salino fisiolégico y se fijan
durante 24 h en una solucion de formaldehido al 10% en tampdn fosfato
sédico (0,1 M, pH 7.4). Posteriormente, con una camara digital (Olympus C-
5050, Olympus Optical Co.LTD) se fotografian ambas caras de cada seccion
y se cuantifica el drea de infarto, diferenciando las regiones corticales de
las subcorticales, con la ayuda de un software de analisis de imagen
(software desarrollado por el Prof. Mateo Buendia del Departamento de
Fisiologia de la Universitat de Valéncia). Para excluir los efectos del edema,
el drea de infarto se corrige con el indice de edema que resulta de
multiplicar esta area por la relacion entre el area total del hemisferio
contralateral y el ipsilateral. El volumen de infarto cortical y subcortical
(mm?3) se calcula sumando las areas de infarto corregidas de las dos caras
de cada seccion y multiplicando esta suma por el grosor de la seccién (2
mm). El volumen de infarto total corresponde a la suma de los volumenes
de infarto cortical y subcortical. Por ultimo, se calcula el porcentaje de
tejido infartado respecto al tamafio total del hemisferio contralateral

(sano).
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3. REACTIVIDAD VASCULAR EN ARTERIA BASILAR DE CONEJO AISLADA

3.1. Obtenciéon y montaje de los segmentos arteriales

Los animales se anestesian mediante una inyeccidn de tiopental sddico
(24 mg/kg, Tiobarbital Braun) y se sacrifican mediante una inyeccién de
una solucion de KCI (250 mg/kg), en la vena marginal de la oreja. Para aislar
la arteria basilar, el craneo se expone mediante una incisidn circular a nivel
de la base de los conductos auditivos, realizandose a continuacién una
craneotomia siguiendo esa incisidn. Se retira la duramadre y el encéfalo se
separa del resto del eje nervioso seccionando las vias aferentes vy
eferentes, nerviosas y hemadticas, y rapidamente se introduce en solucién
salina fisioldgica fria (4°C). A continuacion, con la ayuda de una lupa
binocular (Wild M3B Heerbrugg) y una fuente de luz fria (Euromex EK-1)
para evitar deteriorar los tejidos, se disecciona la arteria basilar, se
eliminan las colaterales y los restos de sangre del interior de la arteria y se

corta en segmentos de aproximadamente 3 mm de longitud.

3.2. Registro de la tension isométrica

Para el registro de la tension isométrica desarrollada por los
segmentos arteriales, se introducen los extremos finos y rigidos de dos
alambres de acero inoxidable (89 um de didmetro) a través de la luz
vascular. Uno de los alambres queda unido a un soporte fijo, de tal forma
gue la arteria queda en posicion horizontal. El otro se conecta a un
transductor de tensién isométrica (Panlab UF-1y Letica TRI 201), de forma

gue puede traccionar verticalmente, en sentido perpendicular al eje mayor
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del segmento arterial, en respuesta a los cambios de tensidn que se
producen en la pared del vaso. Cada segmento vascular, con los alambres
en el interior de su luz, se aloja en un bafio de 6rganos que contiene 5 mL
de una solucién fisioldgica (solucién nutritiva de Ringer-Locke). Esta
solucién se encuentra burbujeada continuamente con gas carbégeno (95%
de O, y 5% de CO3), lo que le confiere un pH de 7,3-7,4. Un circuito de agua
caliente, que rodea las copas de los bafos, permite mantener las
soluciones con los tejidos vasculares a una temperatura constante de 37 +
0,5°C. Se dispone de una reserva de la solucién, en condiciones idénticas a
las descritas, que se utiliza para renovar el medio en que se hallan
inmersos los segmentos arteriales.

El sistema de medida y registro consta, para cada uno de los
segmentos arteriales, de un transductor de tensién isométrica (Panlab
Mod. UF-1/ Letica TRl 201), un tornillo micrométrico adaptado al
transductor y capaz de desplazar el conjunto transductor-alambre, un
amplificador de tension (Amplifier Panlab 40154/Letica ISO 506), y un
sistema informatizado de digitalizacion y registro (PowerlLab 8sp y software
Chart 5, ADInstruments).

Los cambios de tensidon isométrica producidos por los diferentes
estimulos aplicados sobre los segmentos arteriales se cuantifican
midiendo, a partir del trazado basal o del trazado de tono activo, el
desplazamiento producido hasta el efecto maximo desarrollado por cada
una de las dosis. Las cantidades obtenidas se expresan porcentualmente

respecto del tono activo.
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Una vez situados los segmentos en el bafio de drganos se les aplica,
previa calibracion del aparato, una tension basal de 0,5 g mediante la
rotacion del tornillo micrométrico. Dado que la tendencia inmediata de los
segmentos arteriales es relajarse, la tensidon se reajusta periddicamente
hasta que se estabilizan en la tensidn basal. Durante este periodo el liquido
nutritivo se renueva cada 20 minutos. Una vez alcanzada la tension basal
estable, y con el fin de analizar la reactividad de los segmentos arteriales,
éstos se someten a un estimulo despolarizante con una solucién de KCI 50
mM. Posteriormente, y tras varios lavados con la solucién nutritiva de
Ringer-Locke, se verifica la funcionalidad del endotelio provocando un tono
activo con UTP (10 M) y comprobando la relajacion a acetilcolina (10 M).
Se considera que el endotelio esta “intacto” cuando la relajacién producida

por la acetilcolina es superior al 80% del tono activo.

4. DIABETES EXPERIMENTAL EN CONEJO

Tras un ayuno de 24 horas, el animal se anestesia mediante inyeccién
i.m. de 40 mg de clorhidrato de Ketamina (Ketolar®). A continuacién, se
induce la diabetes mediante la inyeccién, en la vena marginal de la oreja,
de un toxico selectivo de las células B-pancreaticas, aloxano (85 mg/kg
disueltos en 10 mL de solucion salina). Debido a la destruccion de las
células B-pancreaticas, en las primeras horas posteriores a la inyeccion del
aloxano se produce una liberacion masiva de insulina y un estado de
hipoglucemia. Con el fin de evitar los graves problemas que Ila
hipoglucemia puede acarrear para la vida del animal, tras el aloxano se le

administran 2 mL de solucién glucosada al 5% por via intravenosa, y luego
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8 mL de la misma solucidn por via subcutanea. Durante las primeras horas
se mantiene al animal con agua de bebida glucosada al 10% hasta que
alcanza el estado hiperglucémico (normalmente entre 24 y 48 horas post
aloxano). Luego, la solucidon glucosada se sustituye por agua de bebida
normal y los conejos permanecen estabulados durante seis semanas. En el
periodo de estabulacion a todos los animales se les realizan controles de

peso y glucemia semanalmente.

5. TUNEL (“TERMINAL DEOXYNUCLEOTIDYL TRANSFERASE-MEDIATED

DUTP NICK END LABELING”)

El método de TUNEL se utilizé para estudiar la fragmentacion de ADN
apoptético en tejido cerebral de rata. Consiste en marcar, con nucleétidos
modificados, el extremo libre 3’-OH de los fragmentos de ADN de las
células apoptdticas, mediante una reaccién enzimatica catalizada por la
enzima “terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT). Utilizamos el kit “In
situ cell death detection kit TMR red” (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Alemania), en el cual se utiliza tetrametil-rodamina-dUTP para
marcar directamente los fragmentos de ADN con fluorescencia de color
rojo.

El marcaje se realizé en tejido cerebral congelado en fresco. Previa
anestesia del animal, se sacrifica por inyeccidén intracardiaca de cloruro
potasico (200 mg/kg), se extrae el encéfalo, se sumerge en solucion salina
fisioldgica fria (4°C) y se congela en metilbutano (Sigma Aldrich, Barcelona,
Espaia) enfriado a -40°C con nitrégeno liquido. Se cortan secciones

coronales de 18 um de grosor, de la zona ubicada entre 0,2 y -1,8 mm
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desde el bregma. Cada seccién se fija con paraformaldehido (4%), se
permeabiliza con Triton X-100 (0,1%) vy citrato sddico (0,1%) y se incuba con
50 pL del kit de TUNEL durante 1h a 37°C en ambiente humedo.
Posteriormente, las secciones se incuban con 50 L de 4',6-diamino-2-
fenilindol (DAPI; 1:1000, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) para
marcar los nucleos celulares vy, finalmente, se montan con ProLong Gold

(Molecular Probes) y se dejan secar durante toda la noche en oscuridad.

6. CASPASA-3 ACTIVADA

Los estudios de caspasa-3 activada se realizaron en secciones de tejido
cerebral fresco obtenido de la misma manera que para la realizacion del
TUNEL.

En este caso utilizamos el “APO LOGIX™ carboxyfluorescein (FAM)
caspase detection kit” (Cell Technology, Fremont, CA, USA). El kit contiene
FAM-DEVD-FMK, un andlogo con carboxifluoresceina (FAM) del péptido
modificado zDEVD-fluorometilcetona (zDEVD-FMK), un inhibidor selectivo
de la caspasa-3. El reactivo FAM-DEVD-FMK entra a las células y se une
irreversiblemente a la caspasa-3 activada, visualizdndose de color verde al
microscopio de fluorescencia.

Cada seccién se incuba con 50 pL de FAM-DEVD-FMK (1,5X) durante 2
horas a 37°C en ambiente humedo, se lava 3 veces con el correspondiente
tampon (1X), se fija durante 1 hora con 100 pL de la solucidon
correspondiente, se monta con ProLong Gold (Molecular Probes) y se deja

secar durante la noche en oscuridad. Posteriormente las secciones se
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visualizan al microscopio de fluorescencia (LEICA DM 4500B) y se adquieren

imagenes para su analisis.

7.  WESTERN BLOT (WB)

Para estudiar la expresion de proteinas en cerebro de rata mediante
WB se utilizé una seccion de cerebro, entre 0,2 y -1,8 mm desde el bregma,
dividida en hemisferios ipsilateral y contralateral. Cada hemisferio se
homogeneiza en tampoén de lisis (ProteoJetTM Mammalian Cell Lysis
Reagent, Fermentas) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1%, Sigma-
Aldrich) mediante un homogeneizador Ultra-Turrax (Modelo T8, IKA-
WERKE).

Para el Western blot en arteria se utilizaron 3 arterias basilares de
conejo para cada muestra. Las arterias se homogeneizan en un mortero
con Ny liquido; el polvo resultante se recoge y se suspende en tampén de
lisis (ProteoJetTM Mammalian Cell Lysis Reagent, Fermentas) con
inhibidores de proteasas y fosfatasas (1%, Sigma-Aldrich).

Posteriormente las muestras se agitan a temperatura ambiente
durante 15 minutos a 1500 rpm, seguido de centrifugado a 4°C durante 15
minutos a 5000 rpm. Se extrae el sobrenadante y se determina la
concentracién de proteinas con un kit de BCA (Pierce, Rockford, IL). Para
realizar la electroforesis se preparan alicuotas de cada muestra, de 40 ug
de proteina en el caso del tejido cerebral y de 30 ug de proteina en el caso
del tejido arterial, a las que se les aflade el tampdn de carga (NuPAGE LDS,
Invitrogen). Las muestras se desnaturalizan calentando a 70°C durante 10

minutos, se cargan en el gel (4-12% Bis-Tris, Invitrogen) y se procede a la
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electroforesis para separar las proteinas segln peso molecular.
Posteriormente las proteinas son electrotransferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 0,2 um, que se bloquea durante 1 hora con TBS-Tween
mas leche desnatada y se marca con los diferentes anticuerpos primarios
durante toda la noche, y secundarios durante 1 hora. A continuacidn, las
membranas se incuban durante 5 minutos con reactivos de
qguimioluminiscencia (ECL, Amersham Life Science, Buckinghamshire, UK) y
se revelan usando un sistema de imagen ChemiDoc XRS (Bio-Rad, CA, USA).

La cuantificacion se lleva a cabo con el programa Scion Image Beta
4.0.3; se mide la densidad 6ptica de cada banda y se normaliza respecto a
la densidad dptica de la banda de la proteina constitutiva correspondiente

utilizada como control de carga.

8.  ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

La liberacion de tromboxano A; (TXA;) y prostaciclina (PGl;) al medio
de incubacidn de arteria basilar de conejo se determind cuantificando sus
respectivos metabolitos estables (TXB, y 6-ceto-PGF14) mediante los
correspondientes kits de ELISA competitivo en placa: “Thromboxane B;
ELISA kit” y “6-keto Prostaglandin Fia ELISA kit” (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA). Estos ensayos se basan en la competicion del prostanoide
y un conjugado prostanoide-acetilcolinesterasa (AChE), denominado
prostanoide trazador, por los sitios de unién de un antisuero de conejo
especifico para el prostanoide. El complejo prostanoide-antisuero (libre o
trazador) se une a un anticuerpo monoclonal de ratén anti-IgG de conejo,

fijado al pocillo de la placa. La concentracidn del prostanoide se determina
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espectrofotométricamente afiadiendo el reactivo de Ellman, que contiene
acetiltiocolina, sustrato para la AChE, y acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico.
La hidrdlisis de la acetiltiocolina produce tiocolina. La reacciéon no
enzimatica de la tiocolina con el acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico
produce acido 5-tio-2-nitrobenzoico, de color amarillo.

Para realizar el ensayo se anaden 50 pL de muestra, 50 uL de trazador
y 50 pL de antisuero al pocillo. Ademas, se preparan los pocillos
correspondientes a blanco, actividad total, unidn no especifica, unidn
maxima y curva patrén. La placa se cubre con film plastico y se incuba
durante 24 h a 4°C. Para revelar la placa, se vacian los pocillos, se lavan 5
veces con tampodn, se afiaden 200 ulL de reactivo de Ellman, se cubre la
placa con film plastico y coloca en un agitador orbital en oscuridad durante
120 min. Se retira el film plastico y se lee en el espectrofotometro a 412
nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la concentracién del

prostanoide.

9. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

9.1. Efectos del ANP en el ictus isquémico

Los efectos del ANP sobre las consecuencias del ictus isquémico se

comprobaron transcurridas 24 horas desde la isquemia focal transitoria.
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9.1.1. Grupos experimentales y tratamientos

Para el estudio del efecto neuroprotector del ANP se utilizaron 58
ratas Wistar macho que se dividieron aleatoriamente en tres grupos:
control, ANP a dosis baja y ANP a dosis alta.

Se excluyeron 24 ratas de acuerdo con los siguientes criterios:

1. La PC no descendid al introducir el filamento de nailon o no se
consiguié mantener el descenso estable durante los 60 min de
insercion, es decir, no hubo isquemia (n=4)

2. La PC no se recuperd tras retirar el filamento ni durante los 30 min
siguientes, es decir, no hubo reperfusion (n=5)

3. Hemorragia subaracnoidea durante la insercion o retirada del
filamento (n=4)

4. Ausencia de daio cerebral visible con TTC a pesar de un buen
patrén de isquemia-reperfusion (n=1)

5. Muerte del animal antes de las 24h post isquemia (n=10)

Finalmente, los grupos quedaron compuestos de la siguiente manera:
control, n=11; ANP a dosis baja, n=10; y ANP a dosis alta, n=13.

Luego de la isquemia focal y los 30 minutos de reperfusion se infundio,
via intracerebroventricular, el tratamiento correspondiente. Las ratas del
grupo ANP a dosis baja recibieron 0,5 nmol de ANP en un volumen de 5 pL,
seguidos de 6 puL de solucidn salina fisiolégica; las ratas del grupo ANP a
dosis alta recibieron 2,5 nmol de ANP en un volumen de 8 L, seguidos de 6

pL de solucion salina fisioldgica; y las ratas pertenecientes al grupo control
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recibieron 8 uL de PBS-SAB + acido acético (solvente del ANP), seguidos de

6 pL de solucidn salina fisioldgica.

9.1.2. Efectos sobre el dafio cerebral

Se realizé la valoracidon neurofuncional del animal y posteriormente se
sacrificd, obteniéndose las secciones coronales (2 mm) de tejido cerebral
fresco para la medicién del volumen del infarto mediante la tinciéon con

TTC.

9.1.3. Efectos sobre la apoptosis

Los marcajes de TUNEL (fragmentacion de ADN) + DAPI (nucleos
celulares) y FAM-DEVD-FMK (actividad caspasa-3) se realizaron en
secciones coronales (18 um) del cerebro congelado. Una vez aplicado el
correspondiente kit, las preparaciones se observaron al microscopio de
fluorescencia (LEICA DM 4500B; Leica Microsystems, Barcelona, Espaia) y
se obtuvieron las imagenes de diferentes zonas del cerebro.

De las secciones procesadas con TUNEL se capturaron tres imagenes
de la regidn cortical (superior, media e inferior) y una imagen de la region
subcortical, tanto en el hemisferio ipsilateral como en el hemisferio
contralateral al infarto. Las imdagenes se analizaron con el programa Image)
para cuantificar el nimero de células TUNEL positivas y el nUmero de
células DAPI positivas. El numero de células TUNEL positivas se expresa
como porcentaje de las células DAPI positivas.

De las secciones procesadas con FAM-DEVD-FMK se obtuvieron 3

imagenes de la regidn cortical (superior, media e inferior), tanto en el
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hemisferio ipsilateral como en el hemisferio contralateral al infarto, de las
cuales se cuantificd la intensidad de la fluorescencia respecto al drea de la
imagen utilizando el programa Imagel). La intensidad media de las
imagenes se promediod para asignar un unico valor por hemisferio.
Mediante Western blot se estudid, en tejido cerebral homogeneizado,
la expresion de caspasa-3 activada (17 kDa) usando el anticuerpo primario
policlonal anti-caspasa-3 activada (1:500, Cell Signaling Technology, Inc.,
Beverly, MA, USA) producido en conejo, el anticuerpo secundario anti-
rabbit 1gG (1:2000, Bio-Rad) y el anticuerpo monoclonal anti-B-actina

(1:10000; Sigma-Aldrich) producido en ratén, como control de carga.

9.1.4. Efectos sobre la expresion de receptores NPR, canales de K*y

vias de senalizacion apoptética

Se observd, mediante Western blot, la expresién de receptores NPR,
canales de K*' y vias de sefalizacion apoptdtica en tejido cerebral
homogeneizado.

En el estudio de la expresion de los receptores NPR para el ANP se
utilizaron los siguientes anticuerpos primarios policlonales producidos en
conejo: anti-NPRA (1:1000, GeneTex, Irvine, CA, USA) y anti-NPRC (1:1000,
GeneTex).

Para estudiar la expresion de canales de K* se utilizaron los siguientes
anticuerpos primarios policlonales producidos en conejo: anti-KCNJ8
(1:1000, Sigma-Aldrich) que reconoce los canales de K* sensibles a ATP

(Katp), anti-KCNC1 (1:400, Sigma-Aldrich) que reconoce los canales de K*
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dependientes de voltaje (Ky), y anti-KCNMA1 (1:1000, Alomone Labs,
Jerusalén, Israel) que reconoce los canales de K* activados por calcio (BKca).

Para estudiar las vias de supervivencia/apoptosis se utilizaron los
siguientes anticuerpos primarios: anti-p-Akt monoclonal (1:1000, Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, USA), que reconoce la proteina Akt
cuando esta fosforilada en el residuo Ser473; anti-Akt monoclonal (1:1000,
Millipore, Temecula, CA, USA) que reconoce la totalidad de Akt; anti-p-
MAPK monoclonal (pERK1/2) (1:2000, Cell Signaling Technology) que
reconoce las proteinas ERK1 y ERK2 cuando estan fosforiladas en los
residuos Thr202/Thr204 y Thr185/187, respectivamente; y anti-MAPK1/2
policlonal (ERK1/2) (1:5000, Millipore) producido en ratdn, que reconoce la
totalidad de la proteina ERK1/2.

Los anticuerpos secundarios fueron anti-rabbit 1gG (1:2000, Bio-Rad)
para los anticuerpos primarios producidos en conejo, y anti-mouse IgG
(1:2000, Bio-Rad) para los anticuerpos primarios producidos en raton.

Las membranas se remarcaron con el anticuerpo monoclonal anti-B-

actina (1:10000; Sigma-Aldrich) producido en ratén, como control de carga.

9.2. Efectos del ANP en arteria basilar

9.2.1. Grupos experimentales

Para el estudio de la respuesta de la arteria basilar a ANP se utilizaron
100 conejos macho Nueva Zelanda, que se dividieron aleatoriamente en
grupo control (n=50) y grupo diabético (n=50) y se mantuvieron
estabulados durante 6 semanas. Tras este periodo los conejos del grupo
diabético presentaron un aumento significativo en la glucemia (5,7 £ 0,02 y
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18,5 £ 1,1 mM grupo control y diabético, respectivamente) y un menor
peso final (3,29 + 0,11 kg) en comparacion con los conejos del grupo

control (3,70 £ 0,15 kg).
9.2.2. Efectos vasoactivos

Los conejos se sacrificaron y se obtuvieron los segmentos de arteria
basilar. Tras provocar un tono activo con UTP (10* M) se realizaron las
curvas concentracion-respuesta a ANP (1013107 M) en las diversas
situaciones experimentales. Dichas curvas se obtuvieron mediante la
adicion, al bafio de érganos, de dosis acumulativas del péptido; cada dosis
se afadié cuando la dosis inmediatamente anterior desarrollé su efecto
maximo. La concentracién del péptido en el bafio de érganos es la suma de
la ultima dosis administrada y las dosis administradas con anterioridad. En
cada segmento arterial se realizd solamente una curva concentracion-
respuesta a ANP.

Para el estudio del papel del endotelio en la respuesta arterial, se
realizaron curvas concentracidén-respuesta a ANP en arterias previamente
sometidas a la eliminacidn mecdanica del endotelio mediante el legrado de
la superficie luminal.

Para el estudio del papel del 6xido nitrico (NO) se realizaron curvas
concentracion-respuesta a ANP en arterias previamente incubadas (20
minutos) con el inhibidor de la sintesis de NO, NG-nitro-L-arginina (L-
NOArg, 10 M).

Para el estudio del papel de los prostanoides derivados del acido

araquidonico se realizaron curvas concentracion-respuesta a ANP en
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arterias previamente incubadas (20 minutos) con el inhibidor de la
ciclooxigenasa, indometacina (10> M).

Para el estudio del papel del flujo saliente de K* se realizaron curvas
concentracion-respuesta a ANP en arterias despolarizadas con KCl (50
mM). Para identificar la participacién de los diferentes subtipos de canales
de K* se realizaron curvas concentracién-respuesta a ANP en arterias
preincubadas (20 minutos) con iberiotoxina (5x108M), inhibidor selectivo
de los canales de K* activados por calcio (BKca); con glibenclamida (10 M),
inhibidor selectivo de los canales de K* sensibles a ATP (Katp); y con 4-AP
(10* M), inhibidor selectivo de los canales de K* dependientes de voltaje
(Kv).

La respuesta relajante a ANP se expresa como porcentaje respecto del

tono activo previamente inducido con UTP (10*M) o KCI (50 mM).

9.2.3. Efectos sobre la liberacién de prostanoides

Los segmentos de arteria basilar se incubaron en 110 ul de soluciéon de
Ringer-Locke con UTP (10* M) y ANP (107 M) durante 3 horas a 37°C. La
liberacion de tromboxano A, (TXA;) y prostaciclina (PGl,) al medio de
incubacién se determiné cuantificando sus respectivos metabolitos
estables (TXB; y 6-ceto-PGF1,) mediante ELISA competitivo. Las muestras
se midieron por triplicado, y la concentracion de prostanoides se

estandarizé en relacion al peso seco de cada segmento arterial.
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9.2.4. Efectos sobre la expresion de receptores NPR y canales de K*

Para estudiar la expresion de los receptores NPR para el ANP mediante
Western blot, en tejido arterial homogeneizado, se utilizaron los siguientes
anticuerpos primarios policlonales producidos en conejo: anti-NPRA (1:500,
GeneTex) y anti-NPRC (1:500, GeneTex).

Para estudiar la expresion de canales de K* se utilizaron los siguientes
anticuerpos primarios policlonales producidos en conejo: anti-KCNJ8
(1:500, Sigma-Aldrich) para los Karp, anti-KCNC1 (1:200, Sigma-Aldrich) que
reconoce los Ky, y anti-KCNMA1 (1:250, Alomone Labs, Jerusalén, Israel)
para los BKca.

Las membranas se remarcaron con el anticuerpo monoclonal anti-B-
actina (1:2000; Sigma-Aldrich) producido en ratén, como control de carga.

Para reconocer los anticuerpos primarios y visualizar las bandas de las
proteinas estudiadas, se utilizd6 proteina-A marcada con peroxidasa
(1:2000, Sigma-Aldrich) en vez del anticuerpo secundario anti-conejo,
debido a que el tejido arterial sobre el cual se realizaron los estudios

proteinicos procede de conejo.

9.2.5. Farmacos y soluciones

Acetilcolina, aloxano, ANP, indometacina, L-NOArg y UTP proceden de
Sigma—Aldrich. Todos, excepto el ANP y la indometacina, se disuelven en
solucion salina fisioldgica. EI ANP se disuelve en acido acético acuoso 0,5 %
y se diluye en una mezcla de PBS y seroalbumina bovina 0,05%. La

indometacina se disuelve y diluye en etanol; en ensayos previos se
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comprobd que las concentraciones mas altas de etanol (0,69%) alcanzadas
en el bano de érganos no modificaban el tono vascular.

La composicidon de la solucién Ringer-Locke es: NaCl, 120 mM; KCl, 5,4
mM; CaCl2, 2,2 mM; MgCl2, 1,0 mM; NaHCO3, 25 mM; y glucosa, 5,6 mM.
En primer lugar, se prepara una solucién concentrada (20x) de cloruros
(NaCl, KCI, CaCl2, MgCI2) que se diluye en el momento de su uso,
afiadiendo entonces el NaHCO3 y la glucosa.

La solucién despolarizante de KCI 50 mM se prepara del mismo modo
gue la solucion de Ringer-Locke, pero sustituyendo el NaCl por una

cantidad equimolar de KCI.

10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados de parametros fisioldgicos, volumen de infarto, caspasa-
3 activada, TUNEL, WB, relajacién arterial y ELISA se expresan como media
aritmética + EEM; y la valoracion neurofuncional se expresa como la
mediana y el rango intercuartil. Para cada curva concentracién-respuesta
arterial, el efecto mdaximo (Emsa) Yy la concentracidn del agonista que
produce la mitad del Emsx (ECsp), se calcularon usando una regresion no
linear. ECsp se expresa como media aritmética con sus limites de confianza.

El analisis de los datos se realizd con el programa GraphPad Instat
3.06, excepto para las curvas concentracidn-respuesta, en que se utilizo el
programa GraphPad Prism 4.00; y la regresidon ordinal, que se realizé con el
programa R 3.3.2. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante el
test t de Student para muestras independientes (ELISA, caspasa-3

activada); el analisis de la varianza (ANOVA) seguido del post test Dunnet
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(parametros fisiolégicos), del post test de comparaciones multiples
Student-Newman-Keuls (volumen de infarto, TUNEL, WB), del post test de
comparaciones multiples Bonferroni (relajacion arterial); o el test no
paramétrico Kruskal-Wallis seguido del test de multiples comparaciones
Dunn (valoracién neurofuncional).

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un

valor p < 0,05.
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1 EFECTOS PROTECTORES DEL ANP EN EL ICTUS ISQUEMICO

1.1. Hemodinamica, gases arteriales y glucemia durante la isquemia

focal transitoria en ratas, previos al tratamiento.

El analisis estadistico no reveld diferencias significativas en el patrén
de isquemia-reperfusion previo a la administracion del tratamiento entre
los tres grupos de estudio (control, ANP 0,5 nmol, ANP 2,5 nmol) (Figura
24). Los valores de perfusion cerebrocortical (PC) durante los 60 minutos
de oclusién de la arteria cerebral media fueron significativamente menores
gue los valores basales, con una reduccion del 63%. Durante los primeros
30 minutos de reperfusién, la PC aumenté a valores hiperémicos,

significativamente mayores que los valores basales (Tabla 1).
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Figura 24. Perfusién cortical durante las tres etapas del episodio de isquemia-reperfusion,
previo a la administracién del tratamiento, en los tres grupos experimentales: ratas a
tratar con el solvente (control, n=11), ANP a dosis baja (0,5 nmol, n=10) y ANP a dosis alta
(2,5 nmol, n=13). Los datos se expresan como media = EEM.
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La presion arterial media (PAM) disminuyé de forma significativa
durante la isquemia, y volvid al valor basal durante la reperfusion. Durante
el periodo de isquemia la PaCO; aumentd de forma significativa, indicando
hipercapnia, y el pH disminuyd significativamente, indicando acidosis,
aunque ambos parametros se recuperaron parcialmente a niveles basales
durante la reperfusion. La PaO; y la glucemia no se modificaron
significativamente respecto a los valores basales durante el episodio de

isquemia-reperfusion (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisioldgicos durante las tres etapas del episodio de isquemia-
reperfusién

Basal Isquemia Reperfusion
Perfusién Cortical (%) 100 36,7+2,48"" 146,7 +11,9™
PAM (mmHg) 130,1+2,5 122.4+1,7" 132,5+2,4
Pa0, (mmHg) 145,3 £ 16,7 118,4 £ 13,9 138,2 £+ 14,8
PaCO, (mmHg) 38,9+1,5 59,8+2,9 ™ 51+2,5"
pH 7,43+0,01 7,28+0,02 7,33+0,02
Glucemia (mg/dL) 114,6 +7,.4 112,6 £7,2 119+8,6

Los datos se expresan como media * EEM de 29-34 valores. Significativamente diferente
del valor basal * p < 0,05, ** p <0,01.
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1.2. El tratamiento agudo con ANP intracerebroventricular tras la

isquemia focal transitoria redujo el daiio cerebral isquémico

El tratamiento con ANP intracerebroventricular de forma aguda, 30
minutos tras la isquemia focal transitoria, produjo una disminucién del
volumen de infarto medido a las 24 horas del episodio isquémico. Como se
muestra en la Figura 25A, en el grupo de ratas tratadas con ANP a dosis
baja (0,5 nmol) se observd una tendencia a la disminucion del volumen
total de infarto, que fue estadisticamente significativa en el grupo de ratas
tratadas con ANP a dosis alta (2,5 nmol). La disminucién del volumen total
de infarto fue la consecuencia de una disminucién significativa del volumen
de infarto en la regién cortical, no asi en la regidn subcortical (Figura 25B y
C). En linea con la disminucién del volumen de infarto, la valoracion del
deterioro neurofuncional de las ratas tratadas con ANP a dosis baja (0,5
nmol) tendid a disminuir, observandose significacion estadistica en las
ratas tratadas con ANP a dosis alta (2,5 nmol) (Figura 26).
Independientemente del grupo de estudio, hubo una significativa
correlacién positiva entre el volumen total de infarto y la puntuacidn

neurofuncional (Figura 27).
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Figura 25. Volumen de infarto (A) total, (B) cortical y (C) subcortical, tras 24 horas del

insulto isquémico, en ratas tratadas con el solvente (control, n=7), ANP a dosis baja (0,5

nmol, n=7) y ANP a dosis alta (2,5 nmol, n=9). Los datos se expresan como media + EEM.

Significativamente diferente del control * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Figura 26. Puntuacién neurofuncional de ratas tratadas con el solvente (control, n=7), ANP
a dosis baja (0,5 nmol, n=6) y ANP a dosis alta (2,5 nmol; n=9). Los datos se expresan como
la mediana con su rango intercuartil. Significativamente diferente del control * p < 0,05.
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Figura 27. Asociacidn entre el volumen de infarto y la posibilidad de presentar peor estado
funcional (alta puntuacion), con una razén de probabilidad de 1,124 (95% Cl, 1,036 -
1,233).
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1.3. El ANP disminuyd la apoptosis mediada por caspasa-3 en el

cerebro isquémico

En el hemisferio contralateral a la isquemia de las ratas sometidas a
oclusién de la arteria cerebral media no se detectaron células TUNEL-
positivas. Por el contrario, la isquemia-reperfusién indujo la presencia de
células TUNEL-positivas en el hemisferio ipsilateral de las ratas del grupo
control y, en menor medida, de las tratadas con ANP (Figura 28). El niUmero
de células TUNEL-positivas medido en la regién cortical del hemisferio
ipsilateral de las ratas tratadas con ANP (0,5 y 2,5 nmol) fue
significativamente menor que el nudmero de células TUNEL-positivas
medido en la correspondiente region de las ratas del grupo control,
mientras que no se observaron diferencias significativas en la region
subcortical entre los tres grupos (Figura 29AyB). En concordancia con este
ultimo resultado, el nimero de células TUNEL-positivas de la totalidad del
hemisferio ipsilateral mostré una tendencia a reducirse en las ratas
tratadas con ANP a dosis baja (0,5 nmol), que alcanzd significacidon
estadistica en las ratas tratadas con ANP a dosis alta (2,5 nmol) (Figura
29C).

En relacién al ejecutor de la apoptosis, caspasa-3 activada, ésta no se
detectd en el hemisferio contralateral a la isquemia. En contraste, la
isquemia-reperfusion provocd la aparicidon de caspasa-3 activada en el
hemisferio ipsilateral de las secciones cerebrales de ratas control y tratadas
con ANP (2,5 nmol) (Figura 30A). Sin embargo, la cantidad de caspasa-3
activada que se observd en el hemisferio ipsilateral de las ratas tratadas

con ANP (2,5 nmol) fue significativamente menor que en el hemisferio
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correspondiente de las ratas control (Figura 30B). En concordancia, los
estudios de WB revelaron que la isquemia provocé una elevacion
significativa de la expresion de caspasa-3 (fragmento de 17kDa) en el
hemisferio ipsilateral de las ratas sometidas a isquemia focal transitoria.
Sin embargo, el tratamiento con ANP (2,5 nmol) disminuyd

significativamente este aumento en la expresion, causada por la isquemia

(Figura 31).
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Figura 28. Deteccién de la fragmentacion del ADN mediante la técnica de TUNEL en
cerebros de ratas controles y tratadas con ANP, sometidas a isquemia-reperfusion.
Ausencia de marcaje TUNEL en la regién cortical del hemisferio contralateral a la isquemia
(o) y doble marcaje (TUNEL, DAPI y co-localizacién) en la regidn cortical del hemisferio
ipsilateral a la isquemia (®) de secciones de cerebro representativas. Las zonas
enmarcadas se muestran ampliadas.
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Figura 29. Recuento de células TUNEL-positivas expresadas como porcentaje de los
correspondientes nucleos celulares tefiidos con DAPI en (A) tres zonas de la regidn cortical
del hemisferio ipsilateral a la isquemia (@), (B) una zona en la region subcortical (e), y (C)
las cuatro zonas, es decir, en la totalidad del hemisferio (®). Los datos se expresan como
media * EEM de n=3-4. Significativamente diferente del control * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Figura 30. Caspasa-3 activada en secciones cerebrales de ratas control y tratadas con ANP,
sometidas a un ictus isquémico agudo. (A) Marcaje con FAM-DEVD-FMK en la zona cortical
del hemisferio contralateral (0) e ipsilateral (®) de secciones de cerebro representativas.
(B) Cuantificacion de la fluorescencia en tres zonas de la regidn cortical ipsilateral a la
isquemia (®), expresado como porcentaje respecto al area total. Los datos se expresan
como media + EEM de n=4. Significativamente diferente del control ** p < 0,01.

Mikahela Lépez Morales 99



Resultados

» - @ 9«

24 4 A

[_IcContralateral [ Ipsilateral

30- -
©
£
% 20' #
& *
o
B
o 104
8
(@]
0-
ANP
Control 2,5 nmol

Figura 31. Western blot representativo y abundancia relativa de caspasa-3, fragmento de
17 kDa, en cerebros de ratas control y tratadas con ANP, sometidas a un ictus isquémico
agudo. La densidad relativa de las bandas inmunorreactivas fueron normalizadas respecto
a las bandas de B-actina correspondientes (control de carga). Los datos se expresan como
media + EEM de n=7-8. Significativamente diferente del control contralateral * p < 0,05;
** p < 0,01. Significativamente diferente del control ipsilateral # p < 0,05.

1.4. ElI ANP no modificé la expresion de los receptores NPR-A y NPR-C

reducida por la isquemia

El analisis de Western blot reveld la expresion de los dos receptores
para ANP, NPR-A (130 kDa) y NPR-C (60 kDa), tanto en el hemisferio
contralateral como en el hemisferio ipsilateral de las ratas sometidas a
isquemia focal transitoria (Figura 32). Sin embargo, la isquemia-reperfusion
provocd una significativa disminucidn de la expresién de estos receptores

en el hemisferio ipsilateral de las ratas de los grupos control y ANP (2,5
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nmol). El tratamiento con ANP no modificé la expresién de ninguno de los

dos tipos de receptores en el hemisferio ipsilateral a la isquemia.
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Figura 32. Expresion de los subtipos de receptores para los péptidos natriuréticos en
cerebros de ratas control y tratadas con ANP, sometidas a un ictus isquémico agudo.
Western blot representativo y abundancia relativa de (A) NPR-A, y (B) NPR-C. La densidad
relativa de las bandas inmunorreactivas de receptores fueron normalizadas respecto a las
bandas de B-actina correspondientes (control de carga). Los datos se expresan como
media tEEM de n=4-9. Significativamente diferente del control contralateral * p < 0,05; **
p <0,01.

1.5. Laisquemiay el ANP modificaron la expresion de los subtipos de

canales de K*

El andlisis de Western blot reveld la expresion de los tres subtipos de
canales de K* estudiados, Kare (KCNJ8, 112 kDa), Kv (KCNC1, 58 kDa) y BKca
(KCNMA1, 100 kDa), tanto en el hemisferio ipsilateral como en el
hemisferio contralateral de las ratas sometidas a isquemia focal transitoria

(Figura 33, 34 y 35, respectivamente). La isquemia-reperfusion produjo una
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reduccion significativa de la expresiéon de los Karp (Figura 33), pero no de los
Kv ni de los BKca (Figura 34 y 35, respectivamente) en el hemisferio
ipsilateral de ratas control. El tratamiento con ANP (2,5 nmol) provocé una
reversion parcial y significativa de la disminucion de la expresién de los Karp
(Figura 33), y no cambidé la expresién de los Ky ni de los BKca en el

hemisferio ipsilateral a la isquemia.
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Figura 33. Western blot y abundancia relativa del Kate (KCNJ8) en ratas control y tratadas
con ANP, sometidas a isquemia focal transitoria. La densidad relativa de las bandas
inmunorreactivas de canales se ha normalizado con las bandas de B-actina
correspondientes. Los datos se expresan como media tEEM de n=7-9. Significativamente
diferente del control contralateral * p < 0,05; ** p < 0,01. Significativamente diferente del

control ipsilateral # p < 0,05.
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Figura 34. Western blot y abundancia relativa del Kv (KCN1) en ratas control y tratadas con
ANP, sometidas a isquemia focal transitoria. La densidad relativa de las bandas
inmunorreactivas de canales se ha normalizado con las bandas de B-actina
correspondientes (control de carga). Los datos se expresan como media +EEM de n=7-8.
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Figura 35. Western blot y abundancia relativa del BKca (KCNMA1) en cerebros de ratas
control y tratadas con ANP, sometidas a isquemia focal transitoria. La densidad relativa de
las bandas inmunorreactivas de canales se han normalizado con las bandas de B-actina
correspondientes (control de carga). Los datos se expresan como media +EEM de n=5-8.
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1.6. El ANP modulé la via de sefalizacion MAPK/ERK, pero no la via

PI3K/Akt, ambas sobreexpresadas por la isquemia

Los estudios de Western blot detectaron la expresion de las proteinas
quinasas Akt (60 kDa), ERK1 (44 kDa) y ERK2 (42 kDa) fosforiladas y no
fosforiladas, tanto en el hemisferio contralateral como en el ipsilateral a la
isquemia (Figura 36 y 37). La isquemia-reperfusion elevd las ratios de
expresion p-Akt/Akt, p-ERK1/ERK1 y p-ERK2/ERK2 en el hemisferio
ipsilateral de ratas control. El tratamiento con ANP (2,5 nmol) no modificé
las ratios de expresion p-Akt/Akt ni p-ERK1/ERK1 en el hemisferio
ipsilateral a la isquemia (Figura 36 vy 37, respectivamente). En
contraposicién, el ANP indujo una reversion parcial significativa de la ratio

de expresion de p-ERK2/ERK2 incrementada por la isquemia (Figura 37B).
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Figura 36. Expresion de Akt en cerebros de ratas control y tratadas con ANP, sometidas a
isquemia focal transitoria. Western blot y abundancia relativa de pAkt. La densidad
relativa de las bandas inmunorreactivas de la proteina fosforilada se ha normalizado con
las bandas correspondientes de proteina total. Los datos se expresan como media + EEM
de n=7-9. Significativamente diferente del control contralateral * p <0,05; ** p < 0,01.
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Figura 37. Expresién de ERK1/2 en cerebros de ratas control y tratadas con ANP,
sometidas a isquemia focal transitoria. Western blot y abundancia relativa de (A) pERK1 y
(B) pERK2. La densidad relativa de las bandas inmunorreactivas de las proteinas
fosforiladas se ha normalizado con las bandas correspondientes de proteina total. Los
datos se expresan como media + EEM de n=7-9. Significativamente diferente del control
contralateral * p <0,05; ** p < 0,01. Significativamente diferente del control ipsilateral # p
<0,05.

2. EFECTOS RELAJANTES DEL ANP EN ARTERIA BASILAR
2.1. El ANP produjo relajacion dependiente de endotelio de la arteria
basilar de conejo

Los experimentos en los que se midid la tension isométrica de arteria
basilar de conejo precontraida con UTP (10* M) mostraron que
concentraciones acumulativas de ANP (10! — 107 M) provocaron

relajacidn arterial dependiente de concentracién con una potencia para el

106 Mikahela Lépez Morales



Resultados

ANP en el rango nanomolar alto (ECso = 2,51 [2,32 - 2,71] x 10 M) (Figura
38).
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Figura 38. Curva concentracidon-respuesta de ANP en segmentos de arteria basilar de
conejo precontraidos con UTP (n=10). Los valores se expresan como porcentaje del tono
activo y representan la media + EEM de "n" segmentos arteriales de al menos 4 animales.

Los experimentos de Western blot mostraron expresidon de los dos
receptores NPR para ANP en la arteria basilar de conejo (Figura 39). Las
bandas obtenidas corresponden a proteinas de 130 kDa para el receptor

NPR-A y de 60 kDa para el receptor NPR-C.
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Figura 39. Expresion de los subtipos de receptores para los péptidos natriuréticos en
arteria basilar de conejo. Western blot representativo y abundancia relativa de NPR-A y
NPR-C. La densidad relativa de las bandas inmunorreactivas de receptores fueron
normalizadas respecto a las bandas de B-actina correspondientes (control de carga). Los

datos se expresan como media tEEM de n=3-4.
Al eliminar mecdnicamente el endotelio, la respuesta relajante de la

arteria basilar de conejo a ANP fue significativamente menor a la obtenida

en arterias con endotelio (Figura 40).
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Figura 40. Curvas concentracion-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo, con
endotelio (control, n=9) y sin endotelio (legrada, n=9). Los valores se expresan como
porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de "n" segmentos arteriales de al
menos 4 animales. Significativamente diferente del control, ** p < 0,01; *** p < 0,001.

2.2. EINOYy los prostanoides estan implicados en la relajacion

inducida por ANP

La incubacion con el inhibidor de la NO sintasa, L-NOArg (10> M),
inhibio de forma significativa el efecto relajante del ANP en arteria basilar
de conejo precontraida con UTP (104 M), como se muestra en la Figura 41.
Por el contrario, el inhibidor de la COX, indometacina (10° M), desplazd
significativamente la curva concentracion-respuesta a ANP a la izquierda
(ECso 5,03 [4,57-5,53] x 107°), sin modificar de forma significativa el valor de
Emax (Figura 42). El papel de los prostanoides en respuesta a ANP se
investigd, ademas, mediante ELISA (Figura 43). La arteria basilar incubada
con ANP (107 M) liberé tanto el vasoconstrictor tromboxano A; (TXA,)

como el vasodilatador prostaciclina (PGI,). La eliminacién del endotelio no
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modifico la liberacidn de TXA; de forma significativa, mientras que la

liberacion de PGl; se vio significativamente reducida.
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Figura 41. Curvas concentracion-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo, en situacién
control (n=10) y tras la incubacidén con el inhibidor de la NO sintasa, L-NOArg 10> M
(n=10). Los valores se expresan como porcentaje del tono activo y representan la media +
EEM de "n" segmentos arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del
control, * p <0,05; *** p <0,001.
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Figura 42. Curvas concentracidon-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo, en situacion
control (n=10) y tras la incubacién con el inhibidor de la COX, indometacina 10°M (n=11).
Los valores se expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de
"n" segmentos arteriales de al menos 4 animales.
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Figura 43. Liberacidn de tromboxano (TXA:) y de prostaciclina (PGl2) en arteria basilar de
conejo, con (n=4) y sin endotelio (n=4), incubadas con ANP 10”7 M. Los valores representan

la media + EEM. Significativamente diferente del control, * p < 0,05.

2.3. Elflujo de K* a través de diferentes subtipos de canales de K*
media la relajacién de la arteria basilar de conejo inducida por

ANP

En arteria basilar precontraida por despolarizacién con una solucién
con alta concentracién de K* (KCl 50 mM), la relajacién a ANP se vio
fuertemente inhibida en comparacion con la relajacion observada en
arterias precontraidas con UTP (10% M) (Figura 44), indicando la

participacién del flujo saliente de K* en la relajacion inducida por ANP.
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Figura 44. Curvas concentracidon-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo,
precontraidas con UTP 10 M (n=10) y despolarizadas con KCl 50 mM (n=21). Los valores
se expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de "n"
segmentos arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control
(UTP), * p<0,05; *** p <0,001.

Los experimentos de Western blot mostraron que en la arteria basilar
de conejo se expresan los tres subtipos de canales de K* estudiados (Figura
45). Las bandas de proteinas observadas a 58 kDa corresponden a los Ky,

las de 100 kDa a los BKca y las de 112 kDa a los Katp.
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Figura 45. Expresion de los subtipos de canales de K* en arteria basilar de conejo. Western
blot representativo y abundancia relativa de Kv (KCNC1), BKca (KCNMA1), y Kate (KCNJ8). La
densidad relativa de las bandas inmunorreactivas de los canales fueron normalizadas
respecto a las bandas de B-actina correspondientes. Los datos se expresan como media +
EEM de n=3.

La contribucién de los tres subtipos de canales en la relajacion de la
arteria basilar inducida por ANP se investigd mediante el uso de inhibidores
selectivos de cada subtipo de canal. Como se muestra en las Figuras 46 a
48, cada uno de los inhibidores, tanto de los Ky (4-aminopiridina, 10* M),
de los BKc, (iberiotoxina, 5x10% M), como de los Kare (glibenclamida, 10
M) provocd una inhibicion significativa del efecto relajante de la arteria

basilar de conejo producido por el ANP.
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Figura 46. Curvas concentracidn-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo, en situacion
control (n=10) y tras la incubacién con 4-aminopiridina (4-AP, 10*M, n=12). Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos
arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control, ** p < 0,01;
*** pn < 0,001.
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Figura 47. Curvas concentracion-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo, en situacién
control (n=10) y tras la incubacién con iberiotoxina (5x10® M, n=11). Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos
arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control, * p < 0,05; ***
p <0,001.
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Figura 48. Curvas concentracidn-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo, en situacion
control (n=10) y tras la incubacién con glibenclamida (10° M; n=11). Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos
arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control, *** p < 0,001.

2.4. Ladiabetes incrementa la sensibilidad de la arteria basilar de
conejo a ANP mediante la modificacidon de los mecanismos de

relajacion

Los experimentos de registro de tensidn isométrica en arteria basilar
de conejos diabéticos mostraron que el ANP (10! — 107 M) produce, al
igual que en arterias de conejos control, relajacion dependiente de la
concentracién. Sin embargo, el valor de ECsp (3,71 [3,45 — 3,89] x 10° M)
fue significativamente menor que en arterias de conejos control (2,51 [2,32
- 2,711 x 10 M), observandose por lo tanto un desplazamiento significativo
de la curva concentracién-respuesta hacia la izquierda, sin cambios

significativos en el Emsx (Figura 49).
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Figura 49. Curvas concentracion-respuesta a ANP en segmentos de arteria basilar de
conejo control (n=10) y conejo diabético (n=15), precontraidos con UTP. Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos
arteriales de al menos 4 animales.

La arteria basilar procedente de conejos diabéticos exhibié diferencias
en relacion a la expresion de los receptores para ANP, asi como a la
participacién tanto del endotelio como del NO, de los prostanoides y de los
canales de K*, en la relajacion inducida por ANP, que serian la razén del
incremento de la reactividad vascular a ANP en diabetes. Los experimentos
de Western blot mostraron que en la arteria basilar de conejos diabéticos
también se expresan los receptores NPR-A y NPR-C. En comparacion a la
arteria de conejo control, en la arteria de conejo diabético disminuye de
forma significativa la expresion del receptor NPR-C y no se modifica la

expresion del receptor NPR-A (Figura 50).
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Figura 50. Expresién de los subtipos de receptores de los péptidos natriuréticos en arteria
basilar de conejos controles y diabéticos. Western blot representativo y abundancia
relativa de (A) NPR-A, y (B) NPR-C. La densidad relativa de las bandas inmunorreactivas de
los receptores fueron normalizadas respecto a las bandas de B-actina correspondientes
(control de carga). Los datos se expresan como media + EEM de n=3-5. Significativamente
diferente del control, * p < 0,05.

En cuanto a la participacion del endotelio, su eliminacién inhibid
significativamente la relajacion de la arteria basilar de conejos diabéticos a
ANP (Figura 51). El valor de ECso de la curva concentracidon-respuesta a ANP
en arteria basilar legrada procedente de conejos diabéticos (5,55 [5,29 —
5,82] x 10° M) fue significativamente mayor que en conejos controles (3,20
[2,73 — 3,76] x 10 M), sin haber diferencias significativas entre los valores
de Emax, indicando un desplazamiento hacia la derecha de la curva

concentracion-respuesta a ANP.
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Figura 51. Curvas concentracidn-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo control
(n=11) y de conejo diabético (n=10), desprovistas de endotelio. Los valores se expresan
como porcentaje del tono activo y representan la media £ EEM de segmentos arteriales de
al menos 4 animales.

En arteria de conejo diabético, la incubacion con el inhibidor de la NO
sintasa, L-NOArg, disminuyd de forma significativa la respuesta arterial a
ANP (Figura 52), aunque esta respuesta relajante fue significativamente

mayor que la de arterias procedentes de conejos controles (Figura 52).
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Figura 52. Curvas concentracidn-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo control
(n=11) y de conejo diabético (n=10), incubadas con el inhibidor de la NO sintasa, L-NOArg
(10> M). Los valores se expresan como porcentaje del tono activo y representan la media
+ EEM de segmentos arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del
control, * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Por contra, la incubacidn con el inhibidor de la COX, indometacina (10
M), incrementd de forma significativa la relajacion inducida por ANP en
arterias de conejos diabéticos, a diferencia de lo ocurrido en las arterias de
conejos controles (Figura 53). El valor de ECsp de las curvas concentracion-
respuesta a ANP en las arterias de conejo diabético tratadas con
indometacina (1,88 [1,71 — 2,04] x 10° M), fue significativamente menor
que en arterias de conejos controles (5,03 [4,57 — 5,53) x 10° M), sin
diferencias significativas entre los valores de Emsx. Por otra parte, los
ensayos ELISA mostraron que la arteria basilar de conejo diabético
incubada con ANP (107 M) liberd tanto TXA; (Figura 54) como PGl; (Figura
55) y que la eliminacion del endotelio no modifico la liberacién de TXA; ni

de PGI; en dichas arterias. La diabetes no modifico la liberacion de TXA»
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inducida por ANP en arteria basilar con endotelio ni en arteria basilar
legrada (Figura 54). En contraste, la liberacion de PGI, en arterias con
endotelio intacto fue significativamente menor que en arterias de conejo
control, sin presentar diferencias significativas en arterias sin endotelio

(Figura 55).
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Figura 53. Curvas concentracidn-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo control
(n=11) y de conejo diabético (n=10), incubadas con indometacina (10 M). Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos
arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control, ** p < 0,01.
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Figura 54. Liberacién de tromboxano (TXA2) en arteria basilar de conejos control (n=4) y
conejos diabéticos (n=4), con y sin endotelio, incubadas con ANP (107 M). Los valores

representan la media + EEM.
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Figura 55. Liberacion de prostaciclina (PGl2) en arteria basilar de conejos control (n=4) y
conejos diabéticos (n=4), con y sin endotelio, incubadas con ANP (107 M). Los valores
representan la media + EEM. Significativamente diferente del correspondiente control, * p

<0,05.
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En arteria de conejo diabético despolarizada con KCl (50 mM) la
relajacion a ANP fue significativamente menor a la observada en arterias
precontraidas con UTP (Figura 56). El valor de ECso de las curvas
concentracion-respuesta a ANP en arterias despolarizadas procedentes de
conejos diabéticos (8,61 [6,81 — 10,86] x 10° M) fue significativamente
menor que en arterias de conejos controles (6,10 [5,07 — 7,34] x 108 M),

sin diferencias significativas en los valores de Emax.
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Figura 56. Curvas concentracion-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo control
(n=11) y de conejo diabético (n=10) despolarizadas con KCl (50mM). Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos
arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control (UTP), * p <
0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Los inhibidores selectivos de los canales Ky (Figura 57) y BKca (Figura
58) inhibieron significativamente la respuesta relajante de la arteria basilar
de conejos diabéticos al ANP. En presencia del inhibidor selectivo de los Ky
(4-AP, 10* M), el valor de ECso del ANP en arteria basilar de conejos

diabéticos (4,04 [3,62 — 4,52] x 108 M) fue significativamente mayor que en
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conejos controles (1,29 [1,17 — 1,41] x 10 M), sin haber cambios en los
valores de Emsx (Figura 57). En cambio, en presencia del inhibidor de los
BKca (iberiotoxina, 5x10° M), el valor de ECso del ANP en arterias de conejos
diabéticos (1,66 [1,44 — 1,91] x 10® M) fue significativamente menor que
en arterias de conejos control (3,03 [2,52 — 3,65] x 10 M) (Figura 58).
Finalmente, el inhibidor de los Karp (glibenclamida, 10> M), abolid
completamente el efecto relajante del ANP en arterias de conejos
diabéticos, provocando por lo tanto una inhibicién mayor a la observada en
arteria de conejos controles (Figura 59). Por otro lado, los experimentos de
Western blot mostraron que los tres subtipos de canales de K* estudiados
(Kv, BKca y Katp) se expresan en la arteria basilar de conejos diabéticos, y
que la diabetes no modifica de forma significativa dicha expresion (Figura

60).
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Figura 57. Curvas concentracion-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo control
(n=11) y de conejo diabético (n=10) incubadas con 4-AP (10 M). Los valores se expresan
como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos arteriales de
al menos 4 animales. Significativamente diferente del control, ** p <0,01; *** p < 0,001.

Mikahela Lépez Morales 123



Resultados

10 -

20 A

Relajacioén (%)

40 -

50

Conejos Control

O Control

® |beriotoxina 5x10°% M

T T T T 1
-11 -10 -9 -8 -7
ANP (log M)

Relajacioén (%)

10

20

30

40

50

Conejos Diabéticos

x

O Control

® |beriotoxina 5x10% M

T T T T 1
-11 -10 -9 -8 -7
ANP (log M)

Figura 58. Curvas concentracidn-respuesta a ANP en arteria basilar de conejo control

(n=11) y de conejo diabético (n=10) incubadas con iberiotoxina (5x10® M). Los valores se

expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos

arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control, * p < 0,05; ** p
<0,01; *** p < 0,001.
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Figura 59. Curvas concentracion-respuesta de ANP en arteria basilar de conejo control

(n=11) y de conejo diabético (n=10) incubadas con glibenclamida (10> M). Los valores se

expresan como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de segmentos

arteriales de al menos 4 animales. Significativamente diferente del control, * p < 0,05; ***

p < 0,001.
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Figura 60. Expresion de los subtipos de canales de K* en arteria basilar de conejos
controles y diabéticos. Western blot representativo y abundancia relativa de (A) Kv
(KCNC1), (B) BKca (KCNMA1), y (C) Kate (KCNJ8). La densidad relativa de las bandas
inmunorreactivas de los canales fueron normalizadas respecto a las bandas de B-actina
correspondientes. Los datos se expresan como media + EEM de n=3-5.
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Los valores de ECso de las curvas concentracion respuesta de ANP en
las diferentes situaciones experimentales estudiadas se presentan en la

Tabla 2.

Tabla 2. Valores de ECso en las diferentes situaciones experimentales.

ECso

Conejo control Conejo diabético
Control 2,51[2,32 - 2,71] x10°¢ 3,71 [3,45 - 3,89] x10°9 ###
Legrado 3,20[2,73 - 3,76] x1079 *** 5,55 [5,29 - 5,82] x1079 *** #it
L-NOArg 1,17 [9,37x10° - 1,45]x108*** 2,35 [1,99 - 2,79] x1079 ** ###
Indometacina 5,03 [4,57 - 5,53] x109*** 1,88 [1,71 - 2,04] X107 *** ##
KCI 50 mM 6,10 [5,07 - 7,34] x108*** 8,61 [6,81 - 10,86] 1070 *** #
Glibenclamida 5,94 [5,21 - 6,77] x1079%***
4-AP 1,29 [1,17 - 1,41] x108*** 4,04 3,62 - 4,52] 1078 ** e
Iberiotoxina 3,03 [2,52 - 3,65] x10°8 1,66 [1,44 - 1,91] x1078 #** s

Los valores se expresan como media e intervalos de confianza. Significativamente
diferente de su control *** p < 0,001. Significativamente diferente de su correspondiente
valor en conejo control ## p < 0,001.
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1 MODELOS ANIMALES DE ICTUS ISQUEMICO Y DIABETES

1.1. Ictusisquémico

Ningun modelo animal es capaz de abarcar todas las variables que
afectan al ictus isquémico humano. Los ictus se presentan de muchas
formas segun la causa, localizacidon, tamafio e impacto funcional en el
paciente. En consecuencia, no hay ningin modelo de ictus universalmente
apropiado (Howells et al., 2010). El subtipo de ictus humano mas comun es
el causado por la oclusién de la arteria cerebral media (ACM). En los
modelos animales de este subtipo de ictus, se utilizan dos métodos
quirdargicos para acceder a los vasos cerebrales y generar una isquemia
focal. El primer método requiere abrir el craneo para acceder directamente
a las arterias cerebrales. En la mayoria de los casos, esto implica pequefias
craneotomias que permiten que las ramas distales de la ACM sean ligadas
(Crowell et al., 1981), cortadas (Tamura et al., 1979, 1981), o selladas por
fototrombosis (Markgraf et al., 1993) o electrocoagulacién (O’Brien y
Waltz, 1973). Aunque la oclusién del vaso es usualmente permanente, la
ligadura puede deshacerse o la trombosis puede recanalizarse para realizar
una oclusion transitoria. El vasoconstrictor endotelina también puede
utilizarse para ocluir reversiblemente la ACM (Agnati et al., 1991), aunque
esta intervencién también requiere de una minima craneotomia para
introducir una cdnula fina e inyectar in situ la endotelina y provocar la
vasoconstriccién (Callaway et al., 1999). Para evitar la apertura del craneo,
el segundo grupo de métodos usa el acceso intraarterial para ocluir las

arterias cerebrales. El mas comunmente utilizado es la oclusion de la ACM
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con un filamento de nailon. Aunque este método tiene muchas variantes,
particularmente respecto a la elaboracion del filamento oclusor y el cierre
de vasos adicionales para manipular el flujo sanguineo colateral, la técnica
basica descrita originalmente por Koizumi et al. (1986) y modificada por
Longa et al. (1989) consiste en la introduccion de un filamento dentro de la
arteria carédtida interna extracraneal y avanzarlo hasta que su extremo
anterior ocluye el origen de la ACM.

A pesar de que la oclusién mediante un filamento intraluminal y sus
variantes modelan efectivamente la induccion de la isquemia en el sitio
mas comUnmente ocluido en humanos, no modelan el mecanismo de
oclusidon. Aproximadamente el 80% de los ictus humanos son isquémicos
(Donnan et al., 2008), y la mayoria de los grandes infartos (no lacunares)
son causados por tromboembolismo. En consecuencia, la ventaja especifica
de los métodos tromboembdlicos es que es el mecanismo de oclusidon que
mas se asemeja al observado en una gran proporcion de ictus humanos, y
qgue permiten el estudio de procesos tromboliticos. Sin embargo, el éxito
de este modelo es altamente dependiente de las propiedades del trombo
introducido vy, al igual que en humanos, el tiempo de reperfusién puede ser
incierto. A pesar de que el primer modelo embdlico de ictus fue descrito en
perros (Hill et al., 1955), no fue hasta 1982 que un modelo embdlico se
decribio en rata (Kudo et al., 1982) usando esencialmente el mismo
enfoque quirdrgico que el usado para la oclusién con un filamento
intraluminal. El modelo embdlico mas simple inyecta una suspension de
pequefios fragmentos de trombos en la arteria carétida comun o arteria

carétida interna. La mortalidad descrita utilizando este modelo fue baja,
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pero el foco de infarto fue ampliamente distribuido, incluyendo un nimero
significativo en el hemisferio contralateral (Kudo et al., 1982). Una
alternativa es la introduccién directa de la formacion del trombo en el
origen de la ACM o en su rama mas distal. Para tal fin, se ha infundido
trombina en el origen de la ACM en ratas (Zhang et al., 1997) y en conejos
(Jahan et al., 2008), mediante el paso de sangre dentro de un catéter lleno
de trombina y luego liberando el trombo recién formado (Beech et al.,
2001) o por inyeccién de trombina directamente dentro de la rama distal
de la ACM (Orset et al., 2007).

Aunque las ratas Sprague-Dawley son los animales mas utilizados en la
investigacion en ictus, desafortunadamente dan resultados muy variables
(Spratt et al., 2006) probablemente debido a su alta variabilidad en la
anatomia de la ACM (Fox et al, 1993). Incluso la elecciéon del proveedor
puede condicionar los resultados en las ratas Sprague-Dawley (Oliff et al.,
1995). A priori, las ratas Wistar Kyoto (WKR) parecen ser la mejor eleccion.
Carecen de la variabilidad vascular de las Sprague-Dawley, y no exhiben la
extrema reactividad inflamatoria de las cepas Lewis y Fischer 344 (Morand
y Leech, 2001). Ademas, la relacion genética de las ratas WKR con las cepas
de las ratas espontaneamente hipertensas y las ratas espontaneamente
hipertensas propensas a ictus, que son los modelos mas cominmente
utilizados de hipertensién y de ictus espontaneo, las convierten en un
trampolin ideal para evaluaciones preclinicas posteriores.

En este estudio utilizamos el método del filamento intraluminal para
ocluir transitoriamente la ACM en su origen. Este modelo simula la

trombectomia mecanica usada en clinica para retirar el trombo, una
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técnica que podria revolucionar el tratamiento agudo del ictus (Sutherland
et al., 2016). En nuestro estudio, la mortalidad en las primeras 24 h fue del
17% y se aplicaron criterios de exclusidn objetivos para impedir la inclusion
de animales sin un adecuado patron de isquemia-reperfusion o con un
ictus hemorragico. Ademas, no hubo diferencias en el patrén de isquemia
transitoria entre los tres grupos experimentales, por lo que todos los
animales afrontaron sus respectivos tratamientos en las mismas
condiciones. Finalmente, los dos principales resultados valorables en el
ictus isquémico, el tamafio de infarto y la funcionalidad, mostraron una
potente correlacion positiva. La probabilidad de presentar un mayor

deterioro funcional crece con el aumento del volumen de infarto.

1.2. Diabetes

Existen diferentes modelos experimentales para el estudio de Ia
diabetes, que pueden dividirse en tres grandes grupos: modelos
espontaneos, modelos inducidos (quirdrgica o quimicamente), y modelos
transgénicos (King y Bowe, 2016). Los diferentes modelos permiten
estudiar tanto la prevencion vy la fisiopatologia como los tratamientos para
la enfermedad. Cada uno de los modelos tiene sus méritos, pero ninguno
representa completamente la fisiopatologia de la enfermedad. Por lo
tanto, la eleccion del modelo animal dependera del disefio y objetivo del
estudio (King y Bowe, 2016). El modelo de dafio pancreatico inducido, ya
sea quirurgica o quimicamente, es una herramienta util en el estudio de las
consecuencias de la hiperglucemia, como por ejemplo el desarrollo de

complicaciones diabéticas (Rees y Alcolado, 2005). Entre los modelos mas
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utilizados estan los que inducen la diabetes mediante la inyeccion de un
téxico (aloxano o estreptozotocina) al animal de experimentacion (Lenzen,
2008), que produce una destruccion de las células B-pancredticas
ocasionando un sindrome equivalente a la diabetes tipo 1, con
hiperglucemia, polidipsia, glucosuria, poliuria y pérdida de peso (Wang et
al., 2010). El aloxano es un compuesto hidrofilico que a pH neutro se
reduce rdpidamente a acido dialdrico, forma téxica del compuesto que
actla selectivamente sobre las células B-pancredticas generando el radical
hidroxilo que provoca fragmentacion del ADN. Tras la inyeccién via
intravenosa de aloxano, los animales muestran una hipoglucemia
transitoria las primeras 12-24 h, que revierte a hiperglucemia crénica a
partir de 3-4 dias (Lenzen, 2008). En el presente trabajo hemos utilizado un
modelo de diabetes experimental inducida por aloxano en conejos.
Tedricamente se esperaria que los animales inyectados con aloxano o
estreptozotocina mostraran una falta total de insulina proveniente de sus
células B-pancreaticas y necesitaran administracion exdgena de insulina
para vivir. Sin embargo, a pesar de presentar niveles insignificantes de
insulina enddgena, pueden sobrevivir durante meses sin tratamiento. El
aloxano tiene la desventaja frente a la estreptozotocina de que el
porcentaje de incidencia de la diabetes es bastante variable y la incidencia
de cetosis y consiguiente mortalidad es relativamente alta. Ademas, en
algunos animales la hiperglucemia revierte espontaneamente al cabo de
unas semanas. No obstante, el aloxano es el agente diabetogénico mas

comunmente usado en el conejo.
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Los conejos diabéticos utilizados en este estudio presentaron poliuria,
polidipsia, hiperglucemia y menor aumento ponderal que los conejos del
grupo control, confirmando la induccion de la diabetes. En un estudio
anterior pudimos comprobar que los conejos a los que se les indujo la
diabetes presentaron un nivel plasmatico de ANP significativamente mayor
gue los animales control (Marrachelli et al., 2012), tal como se ha descrito
en diversos estudios realizados por otros grupos en conejos (Yegen et al.,
1995), ratas (Ortola et al., 1987; Choi et al., 1994; Obineche et al., 2006), y

humanos con diabetes tipo 1 (McKenna et al., 2000; McKenna et al., 2005).

2. EFECTO DEL ANP SOBRE EL DANO CEREBRAL ISQUEMICO EN EL ICTUS

Hasta lo que sabemos, el presente estudio muestra por primera vez
gue el ANP, administrado de forma local y precoz tras un episodio de
isquemia focal transitoria con reperfusion, ejerce un potente y significativo
papel tanto en la reduccién del volumen de infarto como en la mejoria del
estado neurofuncional, los dos principales objetivos de la neuroproteccién
en el ictus isquémico agudo.

A pesar de que no se puede hacer una comparacion directa con los
efectos del ANP descritos previamente en el ictus experimental, debemos
citar algunos antecedentes relacionados. Naruse et al. (1991), usando un
modelo de oclusidon permanente de la arteria cerebral media en ratas, fue
el primero en describir que el ANP disminuia el contenido de agua y sodio
del cerebro y reducia el area de las regiones edematosas. Aunque no es
estrictamente un modelo de ictus, los estudios de Nakao et al. (1990) y de

Akdemir et al. (1997) usando modelos de isquemia cerebral global
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describieron algunos resultados en la misma linea. Ademas, el ANP ha
demostrado disminuir el edema cerebral secundario a un episodio de ictus
hemorragico (Rosenberg y Estrada, 1995). Esta evidencia nos lleva a sugerir
gue el ANP podria ser visto como un factor protector en el ictus debido, al
menos en parte, a sus efectos antiedema vy, por lo tanto, a su habilidad en
disminuir la presion intracraneal. Por otra parte, Wengenmayer et al.
(2011) utilizé un inhibidor de la endopeptidasa neutra (SLV 338), la enzima
que degrada los péptidos natriuréticos, para estudiar su rol protector en
ratas espontaneamente hipertensas propensas al ictus. Sus resultados
mostraron que el resultado neuroldgico y el tamafio de infarto no fueron
significativamente diferentes entre los animales tratados y no tratados,
pero la incidencia de ictus y la mortalidad disminuyeron en los animales

tratados.

2.1. Efecto antiapoptoético del ANP en el cerebro isquémico

Nuestros resultados muestran que la neuroproteccién inducida por el
ANP se correlaciona con la disminucién del nimero de células TUNEL
positivas en el tejido cerebral isquémico, asi como con la disminucién de la
caspasa-3 activada, lo que significa que la inhibicion de la muerte celular
apoptética subyace en la accion protectora del ANP. La relacidn entre ANP
y apoptosis no se ha investigado previamente en el marco de la isquemia-
reperfusion cerebral, pero en otros tejidos y condiciones se han
presentado efectos opuestos. En cuanto al tejido nervioso, y en linea con
nuestros resultados, el ANP inhibe la fragmentacion apoptética del ADN en

lineas celulares neuronales en cultivo, como las células PC12 privadas de
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suero (Fiscus et al., 2001) y células NG108-15 tratadas con SNAP, un dador
de NO (Cheng Chew et al., 2003). El efecto antiapoptdtico ha sido
demostrado en otros tejidos no nerviosos, como en células de la granulosa
estimuladas para luteinizacion (Dineva et al., 2007), asi como en un modelo
de isquemia-reperfusion hepatica (Gerwig et al., 2003; Kulhanek-Heinze,
2004). Por el contrario, se ha comprobado que el ANP es responsable de
apoptosis en cultivos celulares de cardiomiocitos (Wu et al., 1997; Kang et
al., 2000), asi como de células musculares lisas vasculares pulmonares
(Deprez et al.,, 2001). Posiblemente, la diversidad de aspectos
metodoldgicos, que incluyen el tejido examinado y la dosis de ANP,

explicarian, al menos en parte, tales discrepancias.

2.2. Papel de los receptores cerebrales para el ANP en la

neuroproteccion

Como ya se ha descrito, los péptidos natriuréticos se unen a subtipos
especificos de receptores de membrana (Potter et al., 2006; Kerkela et al.,
2015). El ANP se une tanto al receptor NPR-A como al NPR-C; esta es la
razon por la que no se ha estudiado la expresion del receptor NPR-B en el
presente estudio. El principal descubrimiento en estos experimentos fue
que la isquemia-reperfusion disminuye la expresién de NPR-A y de NPR-C
en el hemisférico ipsilateral a la isquemia, y que el ANP no modifica la
regulacién a la baja de la expresién de estos receptores inducida por la
isquemia. La conclusion mas obvia es que la disminucién de la expresién de

NPR-A y de NPR-C podria tener un rol en la fisiopatologia del ictus
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isquémico agudo, y que el efecto del ANP en la expresidn de sus receptores

no tiene relacién con su papel neuroprotector.

2.3. Intervencion de los canales de K* cerebrales en la

neuroproteccion inducida por ANP

Debido a su amplia distribucién en el cerebro, los canales de K* son
una diana farmacoldgica atractiva en enfermedades neuroldgicas, como
por ejemplo el ictus (Maljevic y Lerche, 2013). Es de notar que los canales
de K* participan en el control de diferentes fases de la apoptosis (Burg et
al., 2006). Nosotros analizamos la expresion de los canales de K* sensibles a
ATP (Kate), dependientes de voltaje (Ky) y activados por calcio (BKca).
Nuestros resultados revelan que la isquemia-reperfusion no afecta la
expresion de los subtipos Kv y BKca, pero que inhibe fuertemente la
expresion de los canales Kare. Dicha inhibicion fue parcial, pero
significativamente contrarrestada por el ANP.

Como han indicado Sun y Feng (2013), el rol neuroprotector de los
canales Karr en modelos animales de isquemia cerebral estd bien
documentado. Cuando cesa el flujo sanguineo, se produce un fallo
energético y la disminucion del ATP conduce a la activacion de canales Karp,
hiperpolarizacién, supresidén de la actividad neuronal y, por lo tanto, a
estabilizacién del potencial de membrana de reposo y proteccidon neuronal
contra la despolarizacién andxica. En consecuencia, los activadores de
canales Karp han mostrado disminuir la muerte neuronal, mientras que los
blogueantes de los canales Katp impiden la proteccion neuronal. En linea

con esta evidencia, nuestros resultados indican que el ANP aumenta la
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expresion de los canales Kare y sugieren que estos canales podrian
participar, al menos en parte, en el efecto neuroprotector de este péptido

natriurético.

2.4. Efecto modulador del ANP sobre vias de sefializacion de

apoptosis en el cerebro isquémico

La proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), que incluye la
subfamilia de quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1/2 (ERK1/2), y
la fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt (PI3K/Akt) son vias de sefializacidn
importantes que estan implicadas en la regulacién de la apoptosis tras un
ictus (Sun y Nan, 2016). Las principales caracteristicas de la via de
sefializacion PI3K/Akt en la isquemia cerebral han sido recientemente
actualizadas (Koh y Lo, 2015; Zhao et al., 2016), y han descrito resultados
contradictorios: la isquemia-reperfusion ha mostrado inhibir o activar la via
PI3K/Akt. Obviamente surge la pregunta de si la via PI3K/Akt deberia ser
inhibida o activada para evitar la apoptosis y promover la supervivencia
celular. Nuestros resultados evidencian claramente que el episodio de
isquemia-reperfusion aumenta potentemente la expresion de p-Akt, y que
el ANP no altera dicho aumento. Se puede, por lo tanto, concluir que la
accion neuroprotectora del ANP no esta mediada por la modulacién de la
via PI3K/Akt.

Por otra parte, en la mayoria de estudios que usan el modelo de
oclusion de la arteria cerebral media, los niveles de p-ERK1/2 que reflejan
la actividad de ERK aumentan durante el estado de reperfusion,

especialmente en la zona de penumbra (Sawe et al., 2008). Nuestros
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resultados concuerdan con estas conclusiones, ya que la expresidon tanto
de p-ERK1 como de p-ERK2 aumentd en el hemisferio isquémico. En cuanto
al efecto del ANP, éste disminuyd de forma significativa el aumento de la
expresion de p-ERK2, pero no el de p-ERK1. En concordancia, la inhibicion
precoz de la via ERK1/2 con U0126 disminuye el dafio neuronal y mejora la
tasa de supervivencia tras una isquemia cerebral global (Johansson et al.,
2014). Usando un modelo de isquemia focal, en vez de global, este grupo
ha descrito una mejoria en la funcion sensoriomotora a largo plazo, pero
sin efectos en el volumen de infarto, tras el tratamiento con U0126
(Ahnstedt et al., 2015). En conjunto, nuestros resultados sugieren que el
efecto neuroprotector del ANP ocurre, al menos en parte, por una
atenuacioén de la cascada apoptética via regulacidn a la baja de los niveles

de p-ERK2.

3. EFECTO RELAJANTE DEL ANP EN LA ARTERIA BASILAR

En el presente estudio hemos demostrado que el ANP a
concentraciones en el rango nanomolar relaja la arteria basilar de conejo
aislada. En los vasos sanguineos cerebrales de rata se ha descrito la
localizacion autoradiografica de sitios de union para el ANP (Bianchi et al.,
1986). Nuestros resultados muestran la expresion de NPR-A y NPR-C, los
dos receptores para ANP (Kerkeld et al., 2015), en la arteria basilar de
conejo. El balance entre las interacciones del ANP con el receptor NPR-A
acoplado a guanilato ciclasa y con el receptor de aclaramiento NPR-C

(Winquist y Hintze, 1990) resultaria en el efecto relajante observado.
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La relajacién inducida por ANP en la arteria basilar de conejo esta en
linea con la relajacién producida por este péptido en arteria basilar de
mono (Kawai y Ohhashi, 1989), perro (Okamura et al., 1989) y gerbo
(Kruuse et al.,, 2001; Guo et al.,, 2015) descritas anteriormente. En dos
estudios previos, hemos demostrado mayores efectos relajantes de ANP en
arteria carétida (Marrachelli et al., 2011) y renal (Marrachelli et al., 2012)
de conejo. En conjunto, nuestros resultados muestran diferencias en la
magnitud de la relajacion inducida por el ANP entre los lechos vasculares
de conejo, confirmando la heterogeneidad descrita en arterias de rata
(Cohen y Schenck, 1985), perro (Ishikawa et al., 1987) y mono (Kawai y
Ohhashi, 1989). Para estudiar los efectos vasoactivos del ANP en vasos
sanguineos cerebrales de pequefio calibre se han utilizado otras
aproximaciones metodoldgicas in vivo e in vitro. El ANP administrado
extraluminalmente no indujo vasodilatacion en ramas de las arterias
cerebrales posteriores (Osol et al., 1986) y arteriolas penetrantes
intracerebrales (Mori et al., 1997) de rata canuladas y presurizadas. En
contraste, el ANP topico indujo dilatacidn arteriolar pial en preparaciones
de ventana craneal en gatos (Macrae et al., 1987) y conejos (lida et al.,
2001).

Hemos demostrado previamente que los niveles plasmaticos de ANP
en conejo estan en el rango picomolar (Marrachelli et al.,, 2012),
confirmando determinaciones previas (Rankin et al., 1987; Valverde et al.,
1992; Yegen et al., 1995). Estos niveles de ANP son mucho menores que las
concentraciones nanomolares que inducen relajacion de la arteria basilar.

No obstante, se ha confirmado por muchos grupos de investigacion una

140 Mikahela Lépez Morales



Discusion

amplia distribucion del ANP en el sistema nervioso central, incluyendo el
telencéfalo (Cao y Yang, 2008). Especificamente, se ha encontrado
inmunorreactividad a ANP en procesos neuronales asociados con vasos
piales (McKenzie et at., 1990). Por tanto, niveles mas altos de ANP en el
cerebro, en vez de ANP circulante, podrian tener efectos fisioldgicos
cerebrovasculares paracrinos. Respecto a ANP exdgeno, experimentos in
vivo administrando el ANP mediante inyeccion local intracarotidea o
inyeccion sistémica intravenosa, han fallado en demostrar efectos en la
circulacion cerebral (Macrae et al., 1987; Tamaki et at., 1992; Caramelo et
al.,, 1986; Guo et al.,, 2015), a menos que la barrera hematoencefilica
estuviera abierta farmacoldgicamente (lida et al.,, 2001). Esto concuerda
con la baja penetracion del ANP en la barrera hematoencefalica (Levin et
al., 1987), y deberia tenerse en cuenta cuando se considere el uso
terapéutico de dosis farmacoldgicas de ANP (Rubattu et al., 2008; Saito,
2010) en enfermedades cerebrovasculares y otras alteraciones

neuroldgicas.

3.1. Endotelio-dependencia de la relajacién inducida por ANP

El perfil vasodilatador del ANP fue caracterizado por primera vez en
arteria aorta de conejo (Winquist et al.,, 1984) y posteriormente se
revisaron los mecanismos mediante los cuales el ANP induce la relajacion
(Winquist y Hintze, 1990). Sin embargo, los estudios especificos en vasos
sanguineos cerebrales han prestado escasa atenciéon a los mecanismos
mediante los cuales se produce la vasodilatacion. En el presente estudio, la

eliminacion del endotelio inhibid fuertemente la respuesta relajante de la
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arteria basilar a ANP, en contraste con respuestas a ANP independientes
del endotelio descritas previamente en arteria basilar de perro (Okamura
et al., 1989) y gerbo (Kruuse et al., 2001). Aunque la vasodilatacién
inducida por ANP originalmente se vio que era endotelio independiente en
aorta de conejo (Winquist et al., 1984), el endotelio contribuye a la
vasodilatacion coronaria mediada por ANP (Brunner y Woélkart, 2001). En
contraste, la eliminacion del endotelio aumento la respuesta relajante de la
arteria cardtida de conejo a ANP (Marrachelli et al., 2011). En
consecuencia, el rol del endotelio en la relajacion inducida por ANP parece
depender de la especie, del lecho vascular y quizas del vasoconstrictor con

el que se induce el tono activo vascular.

3.2. Papel del éxido nitrico y los prostanoides en la relajacién

inducida por ANP

Dado que el endotelio contribuye a la relajacion de la arteria basilar de
conejo inducida por ANP, hemos explorado la participacién del éxido
nitrico (NO). La inhibicién de la sintesis de NO también disminuyd la
relajacion a ANP, sugiriendo que dicha relajacién estd mediada
parcialmente por la liberacion de NO endotelial. Se ha descrito que la
respuesta vasodilatadora a ANP en el antebrazo de humanos sanos estd
mediada, en parte, por NO derivado del endotelio (Sugamori et al., 2002).
Al igual que la dependencia de endotelio, el rol del NO en la vasodilatacién
inducida por ANP ha mostrado diferencias en otros lechos vasculares y
especies. En este sentido, la relajacion a ANP independiente de endotelio

en arteria pulmonar de gato no fue modificada por la inhibicion de la
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sintesis de NO (Hyman et al., 2001). Cabe destacar que la relajacién a ANP
estuvo inesperadamente incrementada en aorta, cardtida y arteria
pulmonar de ratdén al inhibir la sintesis de NO (Sabrane et al., 2009).
Previamente hemos descrito que la relajacion a ANP, incrementada al
eliminar el endotelio, no se modifica por la inhibicidn de la sintesis de NO
en arteria carétida de conejo (Marrachelli et al., 2011), sugiriendo la
participacidn de otros factores endoteliales en la respuesta vascular a ANP.
Un hehco interesante es que la dependencia del NO endotelial en la
relajacion a ANP en arteria aorta de rata se pierde con el envejecimiento
(Moritoki et al., 1992).

En el presente estudio hemos investigado también la participacidon de
metabolitos derivados del dcido araquiddnico via ciclooxigenasa
(prostanoides) en la modulacién de la respuesta relajante de la arteria
basilar de conejo a ANP. La informacidn sobre la modulacion de los efectos
vasoactivos del ANP por los prostanoides es escasa y la mayoria fue
publicada poco después del descubrimiento de los péptidos natriuréticos.
En este sentido, los primeros estudios mostraron que la indometacina no
modificaba la relajacién a ANP en diferentes arterias de rata, conejo
(Garcia et al., 1984) y perro (Bache et al., 1988). Sin embargo, la
redistribucion del flujo sanguineo renal inducida por ANP en la corteza
profunda estd mediada por prostaglandinas (Salazar et al., 1988). Nuestros
resultados en la arteria basilar de conejo muestran cémo el tromboxano A;
es liberado desde las células musculares lisas y la prostaciclina es liberada
tanto desde el endotelio como de las células musculares lisas en presencia

de ANP. La indometacina aumenté la respuesta relajante a ANP, sugiriendo
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una influencia vasoconstrictora neta por parte de los prostanoides. Hemos
descrito previamente este rol modulador de los prostanoides en arteria
carétida de conejo (Marrachelli et al., 2011), en contraste con la falta de
efecto de la indometacina en la relajacion a ANP descrita recientemente en
arterias cardtida y renal de rata (Matsumoto et al., 2015b). Por lo tanto, se
deberian realizar mas estudios para clarificar la participacion de los

prostanoides en la relajacion de las arterias cerebrales ejercida por el ANP.

3.3. Flujo de K*y canales implicados en la relajacién inducida por el

ANP

La hiperpolarizacion debida al flujo saliente de K* desde el musculo liso
vascular en respuesta a la activacion de canales de K* es un importante
mecanismo de vasodilatacion (Jackson, 2017). Hemos examinado también
si la respuesta relajante de la arteria basilar de conejo a ANP esta mediada
por este flujo de K*, y los subtipos de canales de K* implicados. En arterias
precontraidas por despolarizacién con altas concentraciones de KCI, la
relajacion a ANP fue practicamente abolida, indicando la mediacion del
flujo saliente de K* en la relajacion de la arteria basilar de conejo a ANP.
Nuestros resultados estan en linea con la falta de efecto relajante a ANP
originalmente descrito en arterias aorta y renal de conejo precontraidas
con KCI (Winquist et al., 1984; Garcia et al., 1984), y confirma similares
hallazgos en arteria basilar de mono (Kawai y Ohhashi, 1989), asi como
nuestros estudios previos en arteria carétida de conejo (Marrachelli et al.,

2011).
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Se han descrito cuatros clases principales de canales de K" en las
células musculares lisas de los vasos sanguineos: canales de K*
dependientes de voltaje (Ky), canales de K* de alta conductancia activados
por calcio (BKca), canales de K* sensibles a ATP (Karp) y canales de K*
rectificadores de entrada (Kir), los cuales se expresan solo en las arterias de
pequefio calibre (Ko et al., 2008). Nuestros resultados muestran la
expresion de los subtipos Ky, BKca y Kate en la arteria basilar de conejo. Por
tanto, usamos inhibidores selectivos de los subtipos de canales de K* para
estudiar su participacion en el flujo saliente de K* provocado por el ANP vy la
subsecuente relajacién arterial. Las fuertes inhibiciones de la relajacion a
ANP producidas por la 4-AP, la iberiotoxina y la glibenclamida apoyan la
participaciéon de los canales Ky, BKca y Kate, respectivamente. Hemos
mostrado por primera vez la participacion de los tres subtipos de canales
de K* en la relajacion de las arterias cerebrales a ANP, en linea con los
estudios que describen por separado la contribucién de los canales Ky
(Tanaka et al., 2006), BKca (Tanaka et al., 1998; Otsuka et al., 2002) y Karp
(Kubo et al., 1994) como efectores terminales de la relajacién a ANP en

otros lechos vasculares.

4, EFECTOS DE LA DIABETES EN LA RELAJACION INDUCIDA POR ANP Y SUS

MECANISMOS

La diabetes provoca cambios estructurales y funcionales en el lecho
cerebrovascular, por lo que se ven afectadas las respuestas vasoactivas
(Ergul et al.,, 2012). Nuestros resultados en arteria basilar de conejo

demuestran que la diabetes ejerce cambios en los mecanismos de
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relajacion a ANP, que en conjunto provocan aumento de la sensibilidad
arterial a ANP. El aumento de la respuesta de la arteria basilar a ANP no
estd asociado solamente a cambios en el papel del endotelio, del NO, de
los prostanoides y de los canales de K*, sino también a cambios en la
expresion de los receptores. Ya que la principal funcién del receptor NPR-C
es eliminar los péptidos natriuréticos de la circulacion (Potter et al., 2006;
Pandey, 2008), la disminucion de la expresion de este receptor, sin haber
cambios significativos en la expresion del receptor NPR-A, resultaria en un
menor aclaramiento del ANP, que podria contribuir al aumento de la
sensibilidad arterial a ANP.

En ausencia de endotelio, la sensibilidad a ANP fue menor en la arteria
basilar procedente de conejo diabético sugiriendo que el aumento de la
sensibilidad a ANP inducido por la diabetes esta relacionado con las células
endoteliales.

En nuestro estudio se observd una menor participacion del NO
endotelial en la mediacion de la respuesta relajante de la arteria basilar de
conejos diabéticos, que podria contrarrestar parcialmente la mayor
sensibilidad a ANP. En contraste a nuestros resultados en arteria basilar, la
diabetes mejora el papel modulador del NO en la respuesta relajante de la
arteria cardtida al ANP (Marrachelli et al., 2011), pero no modifica la
liberacion de NO endotelial en la respuesta relajante de la arteria carétida
a BNP (Centeno et al., 2013), mostrando nuevamente la existencia de
importantes diferencias regionales. EI NO y el ANP regulan
cooperativamente los niveles de cGMP en las arterias ya que ambos

funcionan como vasodilatadores por activacion de la via guanilato ciclasa
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(GC)/cGMP (Madhani et al., 2003). Dado que la GC particulada, activada
por los péptidos natriuréticos, y la GC soluble, activada por el NO, se
regulan reciprocamente (Madhani et al.,, 2003; Madhani et al., 2006), la
disminucion de la modulacion del NO en la accién relajante de ANP podria
estar relacionada con un aumento en la activacién de la GC particulada
acoplada al receptor NPR-A, consecuencia del menor aclaramiento de ANP.
La disfuncién endotelial y la alteracion de los mecanismos nitrérgicos
cumplen un rol central en las complicaciones vasculares de la diabetes
(Bertoluci et al.,, 2015). Se podria especular que la alteracién del NO
endotelial podria ser la principal consecuencia fisiopatoldogica de la
hiperglucemia crénica y que la mayor sensibilidad de la arteria basilar a
ANP podria ser la expresidon de una implementacién de mecanismos
compensatorios dirigidos a contrarrestar la disfuncion endotelial, y por lo
tanto la alteracion de los vasodilatadores, en la diabetes.

Por otra parte, estd generalmente aceptado que la prostaciclina esta
regulada a la baja en la diabetes y que, comparado con pacientes sanos, la
relacidon tromboxano A,/prostaciclina esta elevada en pacientes diabéticos
(Stitham y Hwa, 2016). En nuestro estudio la inhibicion de los prostanoides
con indometacina aumentd de forma significativa la relajacién arterial a
ANP, sugiriendo que los prostanoides modulan la respuesta de la arteria
basilar a ANP en la diabetes con una mayor influencia vasoconstrictora que
podria explicarse por la disminucion de la liberacion de PGI, endotelial sin
modificaciones en la liberacidn de TXA2 observada en los estudios de ELISA.

Finalmente, respecto a los canales de K*, la disfuncion de los canales

BKca puede jugar un papel importante en las complicaciones vasculares de
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la diabetes (Qian et al.,, 2014). En arterias cerebrales, la funcidon de los
canales BKca estd regulada a la baja, contribuyendo al tono arterial
aumentado durante la hiperglicemia y diabetes (Nystoriak et al., 2014). La
incubacién con el bloqueador selectivo de canales BKca, iberiotoxina,
inhibio la respuesta arterial a ANP en arteria basilar de conejos diabéticos,
no modificandose esta respuesta respecto del conejo control, sugiriendo,
por lo tanto, que los canales BKca no estan implicados en la mayor
sensibilidad de la arteria basilar a ANP. Por otra parte, el bloqueador
selectivo de los canales Kare, glibenclamida, inhibid fuertemente la accion
relajante de ANP en arteria basilar de conejo control y la abolid
completamente en animales diabéticos, sugiriendo que en la diabetes
aumenta la participacion de estos canales en la mediacidn de la respuesta
relajante de la arteria basilar a ANP. El aumento de la actividad de los Katp,
gue no se debe a cambios en su expresion arterial, podria contribuir al
aumento de la sensbilidad de la arteria basilar a ANP en diabetes. Se ha
descrito que los canales Karp estdn presentes tanto en el endotelio vascular
como en las células musculares lisas vasculares, y cambios o mutaciones en
las subunidades de este canal de K* se han relacionado con patologias
cardiovasculares (Nichols et al., 2013). Por otra parte, se ha descrito que la
diabetes produce cambios en los canales Ky que regulan el tono arterial
(Nieves-Cintron et al., 2015; Hong et al., 2016). Se ha sugerido que los
canales Ky median senales vasodilatadoras provenientes desde el tejido
adiposo perivascular y podrian representar una nueva diana en la
regulacién del tono vascular y en el tratamiento de la obesidad asociada a

desordenes cardiovasculares (Gollasch, 2012). Nuestros resultados
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muestran que la 4-aminopiridina inhibe fuertemente la relajacién a ANP y
gue en presencia de este inhibidor la mayor sensibilidad a ANP observada
en conejos diabéticos desaparece, sugiriendo que los Ky estan implicados
en el aumento de la sensibilidad de la arteria basilar a ANP. Estos
resultados sugieren que la diabetes aumenta el papel modulador de los Kv.
Hasta donde sabemos, este estudio muestra por primera vez la
participacién de los tres subtipos de canales de K* en la relajacion de

arterias cerebrales y sus cambios inducidos por la diabetes.

5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y DIRECTRICES FUTURAS

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones de tipo metodoldgico. Se
utilizaron dos especies diferentes en los modelos animales. Los efectos del
ANP sobre el dafio cerebral isquémico se estudiaron en ratas Wistar,
mientras que los efectos vasoactivos se estudiaron en conejos Nueva
Zelanda. El tratamiento con ANP se administré localmente via
intracerebroventricular, lo cual permiti6 comprobar su efecto
neuroprotector, pero con un limitado valor traslacional en comparacion
con la administracion sistémica. Finalmente, los efectos vasoactivos del
ANP se han estudiado en la arteria basilar, un vaso intracraneal de
conductancia, en conejos no sujetos a isquemia cerebral. No obstante, los
resultados obtenidos, que indican el efecto beneficioso del ANP
reduciendo el dafio cerebral isquémico y sus efectos vasodilatadores en
arterias cerebrales, aunque alterados por la diabetes, nos animan a
plantear proyectos que contemplen el estudio de los efectos protectores

del ANP mediante su administraciéon intravenosa, asumiendo
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razonablemente que la ruptura de la barrera hematoencefalica asociada al
ictus facilitard el paso del péptido. La coadministracion de antagonistas
selectivos de los receptores de aclaramiento NPR-C podria incrementar los
efectos protectores del ANP, que deberian estudiarse también en animales
diabéticos. En la medida que los efectos cerebrovasculares del ANP
pudieran contribuir a la proteccidon, deberian estudiarse los efectos
vasoactivos en arterias de resistencia y sobre la perfusion cerebral, asi

como en condiciones postisquémicas.
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1. El péptido atrial natriurético (ANP) reduce el dafo cerebral isquémico
provocado por el ictus en ratas. Cuando se administra localmente y
de forma precoz tras un episodio de isquemia focal transitoria, el
ANP mejora el deterioro neurofuncional, reduce el volumen de
infarto y disminuye la muerte celular apoptoética.

2. La disminucion de la expresion de los receptores para el ANP (NPR-A
y NPR-C) puede tener un rol en la fisiopatologia del ictus isquémico,
pero no hay un efecto del ANP sobre la expresién de sus receptores
en el tejido cerebral isquémico que contribuya a la neuroproteccion
inducida por el péptido.

3. Elictus reduce la expresion de los canales de K* sensibles a ATP (Katp)
en el tejido cerebral isquémico, y la recuperacién parcial de la
expresion de estos canales por el ANP podria contribuir al efecto
neuroprotector del péptido.

4. El ictus regula al alza en el tejido cerebral isquémico las vias de
sefializacidon PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2, implicadas en la apoptosis. El
ANP no modifica la via PI3K/Akt, pero si produce una reduccién en la
expresion de p-ERK2 que, al atenuar la cascada apoptética, podria
contribuir a la neuroproteccion.

5. El ANP relaja de forma endotelio-dependiente la arteria basilar de
conejo, probablemente por la interaccidon con los receptores NPR-A y
NPR-C que expresa.

6. El dxido nitrico media la relajacién inducida por el ANP. Por otro lado,
prostanoides vasoconstrictores como el tromboxano A; vy

vasodilatadores como la prostaciclina también modulan la respuesta
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relajante a ANP con una contribucién neta vasoconstrictora. El flujo
saliente de K* en el musculo liso media la relajacion, con los tres
subtipos de canales de K* estudiados (Kv, BKca y Katp) como efectores.
La diabetes produce un aumento en la sensibilidad de la arteria
basilar a ANP. Esta mayor sensibilidad resulta de la reduccion en la
expresion del receptor NPR-C y de una mayor participacion de los
canales Karp y Ky. Ademas, la diabetes disminuye la liberacién
endotelial de 6xido nitrico y prostaciclina.

Tanto el efecto antiapoptdtico del ANP en el tejido cerebral como su
efecto relajante en las arterias cerebrales contribuirian a la
neuroproteccién que reduce el dano cerebral isquémico provocado
por el ictus. No obstante, la diabetes es una comorbilidad frecuente
en el ictus, y sus efectos tanto sobre la reactividad cerebrovascular,
asi como eventualmente sobre la capacidad antiapoptética del ANP,

deben tenerse en cuenta.
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