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RESUMEN

El aumento de la esperanza de vida de la poblacion ha favorecido el
desarrollo de enfermedades asociadas al envejecimiento, entre ellas aquellas
que afectan al sistema cardiovascular. Uno de los principales procesos que
conducen al desarrollo de patologias cardiovasculares como la hipertensién o la

aterosclerosis es la alteracion de la funcion normal del endotelio.

El endotelio juega un papel clave en el mantenimiento de la
homeostasis vascular. Entre sus multiples funciones se encuentra regular el
tono vascular a través de la liberacién sustancias vasoactivas. Entre ellas,
destaca el 6xido nitrico (NO) como la principal molécula vasodilatadora que
favorece la relajacion del musculo liso vascular. Otras moléculas vasoactivas
derivan del metabolismo del &cido araquidbnico a través de la ruta de la
ciclooxigenasa (COX) 1 y 2, como la prostaciclina (PGlz) y el tromboxano Az

(TXA2) que generan vasodilatacion y vasoconstriccion, respectivamente.

La disfuncién endotelial asociada al envejecimiento se caracteriza por
una mayor presencia de sustancias vasoconstrictoras, especialmente aquellas
derivadas de las COX. Ademas, el aumento de la contraccion vascular esta
favorecido por una menor biodisponibilidad de NO, debido a alteraciones en su

sintesis y/o a su inactivacién por un aumento de moléculas oxidativas, como el
anion superdxido (O2). A nivel vascular, existen diferentes fuentes de Oz, entre
las que destaca la NAPDH oxidasa. Las COX también han sido descritas como

una fuente importante de Oz vascular, especialmente en hipertension.

El hecho de que las mujeres muestren un incremento del riesgo
cardiovascular después de la menopausia, se ha relacionado con un posible
papel protector de los estrdgenos sobre la funcién vascular mediante una
mayor liberacién de sustancias vasodilatadoras de origen endotelial como la
PGl2 y el NO. Esta hipbtesis se puso en entredicho con la aparicion de
resultados contradictorios de estudios observacionales en mujeres

postmenopausicas, entre ellos el estudio WHI (Women Health Initiative) y el



HERS (Heart and Estrogen/progestin Replacement Study), en los que el
tratamiento con estrébgenos no disminuia la incidencia de patologias
cardiovasculares. Recientemente, un nuevo andlisis de los resultados de estos
estudios junto al desarrollo de otros como el estudio KEEPS (Kronos Early
Estrogen Prevention Study) y ELITE (Early versus Late Intervention Trial with
Estradiol) han proporcionado una perspectiva mas positiva en cuanto al uso de
estrbgenos como terapia sustitutiva y su beneficio cardiovascular. Estos
resultados han confirmado la importancia del momento en el que se inicia la
terapia hormonal sustitutiva después de la menopausia para mantener sus

efectos beneficiosos a nivel cardiovascular, dando lugar a la hipétesis temporal.

Tanto el envejecimiento como la pérdida de los estrégenos que ocurre

en la menopausia estan asociados a una menor biodisponibilidad del NO, a un
aumento de los niveles de O vascular y a un incremento de sustancias

contractiles, entre ellas el TXAz. Pero queda por determinar si los efectos

deletéreos vasculares inducidos por el TXA2 durante el envejecimiento estan
mediados por un aumento en la produccion de Oz y una disminucion en la

biodisponibilidad de NO y si estdn modulados por estrogenos.

Para ello, en este estudio se ha validado un modelo de envejecimiento
vascular en ratonas con senescencia acelerada (SAM), con ratonas de la cepa
SAMP8 que presentan predisposicion a la senescencia acelerada y ratonas
SAMR1, que presentan resistencia al desarrollo de una senescencia acelerada
y que muestran un envejecimiento bioldégico normal y seran utilizadas como
controles. Se ha realizado el estudio de longevidad, asi como el seguimiento de
la presion arterial y la determinacion de caracteristicas morfologicas vy
bioguimicas. Ademas, se ha estudiado la respuesta vascular en aorta al KCI
(5-120 mM), al U46619 (10° - 3x10-5 M) y a la acetilcolina (10° - 105 M) a los 3,
6 y 10 meses de edad en ambas cepas, observandose una disfuncién
endotelial que aparece antes en las ratonas SAMP8 que en las ratonas
SAMR1. Los resultados confirmaron que las ratonas SAM son un buen modelo

para el estudio del envejecimiento vascular.



Para el estudio del envejecimiento vascular y la falta de estrégenos,
ambas caracteristicas de la menopausia, se llevd a cabo la ovariectomia (Ovx)
en ratonas SAMR1 y SAMP8 de 5 meses de edad, y se analiz6 el papel de los
estrogenos mediante el tratamiento durante 28 dias con 17B-estradiol de
ratonas SAM ovariectomizadas (OvE). Ratonas Sham control fueron también
utilizadas en el estudio. Se realizaron estudios bioquimicos y morfologicos que
validaron la eficacia de la cirugia. También se realizaron curvas concentracion-
respuesta al KCl, al U46619 y a la acetilcolina en anillos aérticos de ratonas
Sham, Ovx y OvE de ambas cepas de ratonas. En ratonas senescentes
SAMPS, se observd que la ovariectomia disminuy6 la biodisponibilidad de NO
en ambas cepas de ratonas, efecto que se restablecia con el tratamiento con
17B-estradiol. El tratamiento con indometacina reveld el mecanismo por el cual
el envejecimiento y la falta de estrégenos modificaban la respuesta contractil en

respuesta al U46619 a través de la modulacién de prostanoides contractiles y la

generacion de O2" dependientes de la COX.

La participacion de las isoformas de la COX se determiné mediante el
uso de un inhibidor especifico de la COX-1 (SC560, 107 M) y de un inhibidor
especifico de la COX-2 (celecoxib, 10-5 M). Los resultados indican la implicacion
de la COX-1 en la disminucién de la biodisponibilidad del NO y el incremento de
O2 en ausencia de estrdgenos en ambas cepas. La COX-2 participa en la
contraccion al TXAz a través de la produccion de sustancias vasoconstrictoras,

que se encuentran aumentadas en SAMP8 y potenciadas con la falta de
estrégenos. Ademas, la ovariectomia induce la produccién de O2" derivado de

COX-2 en ratonas SAMR1 y SAMPS8.

En conjunto, los resultados muestran una mayor participacion del TXA2
en la disminucién de la biodisponibilidad de NO endotelial con el envejecimiento
que se potencia por la falta de estrégenos y senalan a los receptores del TXA2
como una posible diana terapéutica para la mejora de la funcién vascular en

mujeres postmenopausicas.






ABSTRACT

The increased life expectancy of the population has favored the
development of diseases associated with ageing, including those that affect the
cardiovascular system. One of the main processes that lead to the development
of cardiovascular pathologies such as hypertension or atherosclerosis is the

alteration of the correct endothelial function.

The endothelium plays a crucial role in the maintenance of vascular
homeostasis, including the regulation of vascular tone through the release of
vasoactive substances. Among them, the nitric oxide (NO) is the main
vasodilator molecule that favors the relaxation of the vascular smooth muscle.
Other vasoactive molecules such as prostacyclin (PGlz2) and thromboxane Az
(TXA2) are derived from the arachidonic metabolism through cyclooxygenase

(COX) pathway, and trigger vasodilation and vasoconstriction, respectively.

Ageing-associated endothelial dysfunction is characterized by a more
significant presence of vasoconstrictor substances, especially those derived
from COX. Besides, the increase in vascular contraction is favored by a lower
NO bioavailability due to alterations in its synthesis and its inactivation by an
increase in oxidative molecules, such as superoxide anion (Oz’). At the vascular

level, NAPDH oxidase is one of the main sources of Oz production. In addition,

COX has also described as an important source of vascular Oz, especially in

hypertension.

The increased cardiovascular risk after menopause in women has been
related to a protective role of estrogen on vascular function by the release of
vasodilator substances of endothelial origin, such as PGl and NO. This
hypothesis was questioned when contradictory results from observational
studies in postmenopausal women appeared. Among them, the WHI (Women
Health Initiative) and the HERS (Heart and Estrogen / Progestin Replacement
Study) studies suggested that estrogen treatment does not decrease the

incidence of cardiovascular pathologies. Recently, a new analysis of the results



of these studies along with the development of others such as the KEEPS
(Kronos Early Estrogen Prevention Study) and ELITE (Early versus Late
Intervention Trial with Estradiol) studies have provided a more positive
perspective regarding the use of estrogen as a substitutive therapy and its
cardiovascular benefit. These results have confirmed the importance of the
moment in which hormone replacement therapy is started after menopause to
maintain its beneficial effects at the cardiovascular level, giving rise to the timing

hypothesis.

Both ageing and the loss of estrogen that occur during menopause are
associated with a lower NO bioavailability, an increase in vascular Oz levels,
and an increase in contractile substances, including TXAz. However, it remains
to be determined if the vascular deleterious effects of TXA2 during ageing are
mediated by an increase in O2" production and a decrease in NO bioavailability

and if these effects are modulated by estrogen.

For this purpose, we have validated a vascular ageing model using
accelerated senescence mice (SAM), which includes the SAMPS8 strain that has
predisposition to the accelerated senescence, and SAMR1 strain which exhibit
resistance to the development of an accelerated senescence, and have been
used as control. Longevity study, blood pressure monitoring, and morphological

and biochemical determinations have carried out.

Moreover, the aortic vascular response to KCI (5 - 120 mM), U46619
(10 - 3x10-5 M) and acetylcholine (10 - 105 M) has been studied at 3-, 6- and
10-month-old female mice of both strains. The results indicated that endothelial
dysfunction occurs earlier in SAMP8 than SAMR1 mice. The results confirmed

that the SAM mice are a good model for the study of vascular ageing.

For the study of vascular ageing and lack of estrogen, both
characteristics of the menopause, ovariectomy (Ovx) was performed to 5-
month-old SAMR1 and SAMP8 mice and the role of estrogens was analyzed by
treating ovariectomized SAM with 17B-estradiol (OvE) during 28 days. Sham-

operated female mice were also included. Biochemical and morphological



studies were carried out in order to validate the efficacy of the surgery.
Concentration-response curves to KCI, U46619, and acetylcholine were
performed in aortic rings of Sham, Ovx and OVE mice. Ovariectomy decreased
the NO bioavailability in both strains of mice, an effect that was reestablished
with 17B-estradiol treatment. Indomethacin treatment (105 M) revealed that

ageing and lack of estrogen modify the contractile response to U46619 through

the modulation of contractile prostanoids and COX-derived Oz

The participation of COX isoform was analyzed by using the specific
inhibitor of COX-1 (SC560, 107 M) and the specific inhibitor of COX-2
(celecoxib, 105 M). The results indicated the involvement of COX-1 in the
decrease of NO bioavailability and increase of Oz in the absence of estrogens in
both strains. COX-2 participates in the contraction to TXA2 through the
production of vasoconstrictive substances that are increased in SAMP8 mice

and further enhanced by ovariectomy. Moreover, ovariectomy induces a COX-2-

dependent Oz production in SAMR1 and SAMP8 mice.

Overall, the results show a greater TXA: participation in the decrease of
the endothelial NO bioavailability with ageing that is enhanced by the lack of
estrogen, and suggests TXA: receptors as a possible therapeutic target for the

improvement of vascular function in postmenopausal women.
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1.1. ENVEJECIMIENTO Y RIESGO CARDIOVASCULAR

La mejora de las condiciones de vida ha favorecido el incremento de la
esperanza de vida de la poblacién. La Organizacién Mundial de la Salud estima
que en Europa se friplicara la poblacién que alcance edades préximas a los 85
anos para el afio 2050, pasando de aproximadamente 14 millones registrados en
2010 a 40 millones en 2050 (WHO, 2017). Este incremento de la esperanza de
vida esté favoreciendo una mayor incidencia de enfermedades asociadas con el
envejecimiento, entendido como un proceso fisioloégico desencadenado por
modificaciones moleculares a nivel celular que ocurren con el tiempo y que
conducen a alteraciones estructurales y funcionales en los diferentes tejidos de

un organismo vivo (Lopez-Otin y cols., 2013).

El envejecimiento, junto a la herencia genética y el sexo, constituyen
factores de riesgo no modificables para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (O’'Donnell y Elosua, 2008; D’Agostino y cols., 2013). Estas
enfermedades agrupan trastornos que afectan a la funcion del corazon y de los
vasos sanguineos, entre las que destacan la hipertension arterial, la enfermedad
coronaria, la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad vascular periférica, y
representan una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados
(WHO, 2017). En Espafia, las enfermedades cardiovasculares causan un 29,2%
de las muertes registradas en 2015, situandolas como la principal causa de

muerte por encima del cancer o las enfermedades respiratorias (INE, 2017).

Con el envejecimiento se produce un incremento del riesgo
cardiovascular relacionado con alteraciones que se asocian a cambios vasculares
estructurales y funcionales, y afectan a las propiedades elésticas de los vasos y a
la regulacion del tono vascular (Lakatta y Levy, 2003; El Assar y cols., 2013;
Lakatta, 2015). La elasticidad es una propiedad estructural de la pared arterial
esencial para el mantenimiento de un flujo sanguineo contante. Una de las
principales causas de la pérdida de elasticidad es el incremento en la proporcion
de fibras de colageno que favorece la rigidez de la pared vascular y posibles

roturas vasculares. La desorganizacion de las fibras de colageno contribuye a la
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proliferacién de células de musculo liso causando una hipertrofia de la pared
vascular. Por ello, la pérdida de elasticidad asociada a la edad también se
relaciona con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como hipertension,

arteriosclerosis o enfermedad coronaria (O’Rourke y Hashimoto, 2007).

A nivel funcional, el envejecimiento altera la produccién de sustancias
vasoactivas de origen endotelial y predispone a procesos de inflamacion, de
vasoconstriccion, de incremento de la permeabilidad vascular, de agregacién
plaguetaria y de trombosis, favoreciendo el desarrollo de patologias
cardiovasculares (Lakatta y Levy, 2003; Aird, 2008; Virdis y cols., 2010). Este
proceso se conoce como disfuncién endotelial y se considera un buen predictor
de enfermedad cardiovascular por estar asociado al inicio de procesos
fisiopatologicos como aterosclerosis (George y cols., 2012), hipertension (Harvey
y cols., 2015) y sindromes inflamatorios (Rodriguez-Manas y cols., 2009; Wang y
cols., 2014).

1.2. ENDOTELIO Y FUNCION VASCULAR

En 1856, el embridlogo Wilhelm Hirsch acuié con el nombre “endotelio”
a la capa celular que recubria el interior de diferentes cavidades corporales, entre
ellas el lumen vascular. Posteriormente, esta definicidn se restringié a la capa

celular que recubre los vasos sanguineos y linfaticos (Laubichler y cols., 2007).

El endotelio vascular consiste en una monocapa de células planas, de
aproximadamente 0,5 ym de grosor, que presentan una orientacion lineal y
paralela al flujo sanguineo y se encuentran adheridas a una matriz extracelular de
origen proteico, con abundantes glucoproteinas y proteoglucanos, conocida como
membrana basal (Pries y cols., 2000; Tarbell y Pahakis, 2006). Ambas estructuras
forman parte de la capa interna de los vasos o tunica intima que descansa sobre
la capa media de la pared vascular, compuesta mayoritariamente por células
musculares lisas dispuestas de forma concéntrica y cuyo grosor varia a lo largo

del sistema vascular (Niu y cols., 2016).
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Se estima que la superficie del endotelio humano adulto es proxima a los
300 m2 (Augustin y cols.,, 1994). Su localizacion luminal le permite una
participacion directa en la regulaciébn de una gran variedad de procesos
fisiolégicos como la permeabilidad vascular, el mantenimiento de la hemostasia y
coagulaciéon de la sangre, el control del tono vascular, la participacién en la
respuesta inflamatoria y en la formacién de nuevas redes vasculares (Flammer y
Luscher, 2010; Eckers y Haendeler, 2015). Cada una de estas funciones es
posible gracias a la accion paracrina, autocrina y endocrina de las células
endoteliales, que responden a estimulos fisicos, quimicos y hormonales que
tienen lugar en el interior del vaso y liberan metabolitos implicados en diversos
procesos vasoactivos (Aird, 2004; Brunner y cols., 2005). Esto remarca la
importancia del endotelio vascular en el mantenimiento de un equilibrio entre
moléculas vasoactivas con propiedades vasodilatadoras y vasoconstrictoras,
prooxidantes y antioxidantes, procoagulantes y anticoagulantes, proinflamatorias

y antiinflamatorias, entre otras (Seals y cols., 2011).

En condiciones basales, el musculo liso de los vasos sanguineos
presenta un ligero estado de contracciébn que permite regular el flujo y su
distribucion hacia los tejidos, facilitando el posterior retorno al corazdn. Este
estado de contraccién basal, o tono vascular, estd sujeto a la accidon de
neurotransmisores liberados por neuronas que inervan los vasos sanguineos, de
factores hormonales y de agentes vasoactivos liberados por diferentes tipos
celulares, entre ellos las células endoteliales (Vanhoutte y cols., 2017). En el caso
de los factores endoteliales, su liberacién puede ser inducida por factores
mecénicos debidos a cambios en el flujo sanguineo y por factores bioquimicos, a
través de la activacion de receptores especificos de membrana. Una vez
liberados, los factores endoteliales pueden inducir contraccidn o relajacion del
musculo liso vascular a través de receptores especificos asociados a proteinas G.
Dependiendo de la ruta que se active, se producen modificaciones en los niveles
de Ca2+ intracelular y en proteinas especificas implicadas en el mecanismo de

contraccion afectando a su actividad (Webb, 2003).
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Entre los factores endoteliales implicados en la regulacién del tono
vascular estan los factores relajantes derivados del endotelio (EDRF), que
agrupan moléculas implicadas en la respuesta vasodilatadora como el 6xido
nitrico (NO), la prostaciclina (PGl2) y el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF), entre otros. Por otro lado, los factores contractiles derivados
del endotelio (EDCF) estan implicados en la respuesta vasoconstrictora y

destacan el tromboxano Az (TXAg), la angiotensina Il, la endotelina-1 y los

aniones superéxido (O2) (Virdis y cols., 2010; Rajendran y cols., 2013).

El endotelio puede responder de forma distinta a un mismo estimulo
dependiendo del lecho vascular debido a diferencias en el patron de expresion
génica y adquiere funciones especializadas y una plasticidad adaptativa ante
cambios en el ambiente vascular (Aird, 2004, 2012; Galley y Webster, 2004). Por
ejemplo, en las células endoteliales de origen arterial hay una mayor produccién
de factores vasodilatadores, especialmente de NO, mientras que en células
endoteliales de vena existe una mayor expresion de moléculas de adhesién como
las selectinas P y E, y la molécula de adhesion intercelular-1 (Aird, 2007a). Otro
ejemplo es la variacién en la regulacion del tono vascular a lo largo del arbol
arterial. Mientras que el NO es el principal factor vasodilatador en arterias de gran
calibre como la aorta, en arterias de menor calibre y de resistencia, como las
coronarias 0 mesentéricas respectivamente, el principal factor implicado en la
relajacion es el EDHF (Villar y cols., 2006; Aird, 2007b).

1.2.1. OXIDO NIiTRICO Y RELAJACION VASCULAR

El NO fue descrito como EDRF en la década los afios 80, cuando
Furchgott y colaboradores describieron la existencia de un factor relajante de
origen endotelial liberado en respuesta a diferentes estimulos vasodilatadores
(Furchgott y Zawadzki, 1980; Furchgott y cols., 1984). Posteriormente, Moncada y
cols. e Ignarro y cols. demostraron de manera independiente que el EDRF al que
hacia referencia Furchgott era el NO (Ignarro y cols., 1987; Palmer y cols., 1987;
Furchgott, 1988). EI NO, ademas, participa en otros mecanismos vasculares

generalmente asociados a funciones vasoprotectoras: actia como antiagregante
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plaquetario, como inhibidor de la proliferacidn del musculo liso vascular e inhibidor
de la expresion de moléculas de adhesién en la superficie celular y como agente

antioxidante (Badimon y Martinez-Gonzalez, 2002; Vanhoutte y cols., 2017).

El NO es un metabolito resultante de la oxidacion del aminoéacido L-
arginina (L-Arg) por el enzima éxido nitrico sintasa (NOS) (Palmer y cols., 1988;
Schmidt y cols., 1988; Moncada y cols., 1989; Moncada y Higgs, 1993). Se
conocen tres isoformas de la NOS: la neuronal (hNOS o NOS-1), la inducible
(INOS 0 NOS-2) y la endotelial (eNOS o NOS-3). Todas ellas se pueden expresar
a nivel vascular, aunque la eNOS es la isoforma constitutiva a nivel endotelial y
participa directamente en la relajacién vascular (Andrew y Mayer, 1999; Alderton y
cols., 2001; Zhang y cols., 2011).

Las tres isoformas de la NOS son homodimeros estructurales que
presentan un dominio reductasa C-terminal y un dominio oxigenasa N-terminal
(Figura 1). En la forma funcional de la NOS, el dominio oxidante de un monémero
interacciona con el dominio reductor del otro monémero. Esta estructura dimérica
interconectada permite un flujo de electrones a través de los diferentes cofactores
que forman parte de su estructura, entre los que se encuentran como grupos
prostéticos el grupo hemo (o anillo protoporfirina 1X), la tetrahidrobiopterina (BHa)
y los nuclebtidos de flavina (flavina mononucleétido [FMN] y flavina adenina
dinucledtido [FAD]). La actividad catalitica del enzima requiere de sustratos, L-Arg
y oxigeno molecular (O-2), asi como de dos cofactores esenciales, la calmodulina
y nicotina adenina dinucledtido fosfato (NADP) (Figura 1). Mientras que la
actividad de la nNOS y la eNOS requiere de la unidn previa de la calmodulina con
Caz+, la actividad de la iINOS es independiente de Ca2+, pudiendo activarse con la
unién exclusiva a la calmodulina debido a su gran afinidad por ella (Sessa, 2004;
Zhaoy cols., 2015).
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Figura 1. Homodimero de la 6xido nitrico sintasa (NOS). () Como mondmero, la
NOS produce O2" ademas de NO; () como homodimero, puede producirse una

produccién de O2" cuando los niveles de L-arginina (L-Arg) son bajos y no saturan la
actividad de la enzima; (lll), cuando los niveles de L-Arg y tetrahidrobiopterina (BH4) son
normales, se unen a la NOS acoplada permitiendo el flujo de electrones desde la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP+/NADPH) pasen a través de la flavina
adenina dinucleétido (FAD), flavina mononucleétido (FMN), calmodulina (CaM) y al anillo
de protoporfirina IX (grupo hemo) y serd utilizado para la produccién de NO. La BH4 es
esencial para el acoplamiento de la NOS, ya que en presencia de especies reactivas de
oxigenos (ROS). La BH4 se oxida a BHs, desacoplando la NOS y blogueando la
produccién de NO. La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor competitivo
endogeno de la NOS, y la enzima arginasa, disminuyen la unién de la L-Arg a la NOS,
disminuyendo la produccién de NO. Imagen modificada de (Zhao y cols., 2015).
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La eNOS es la isoforma predominante del endotelio, aunque no
exclusiva; en humanos también estad presente en otros tipos celulares como
cardiomiocitos, leucocitos, células epiteliales y en algunas neuronas y células
endocrinas (Li y cols., 2002). A nivel celular, la eNOS se localiza principalmente
en pequefias invaginaciones de la membrana plasmatica denominadas caveolas.
Dentro de las caveolas, se encuentra asociada a la proteina caveolina-1 que
mantiene retenida a la eNOS y controla su actividad. En respuesta a diferentes
estimulos endbgenos y exdgenos, la caveolina-1 libera la eNOS facilitando su
activacion (Forstermann y Munzel, 2006; Rath y cols., 2009; Rafikov y cols.,
2011). En condiciones normales, gran parte del NO liberado en un vaso
sanguineo es producido por la actividad constitutiva de la eNOS. Existe una gran
variedad de agonistas de la actividad de la eNOS que inducen un incremento en
la produccibn de NO por las células endoteliales, como la acetilcolina, la
histamina, la serotonina, la trombina, el ADP, la bradicinina, la norepinefrina y el
17B-estradiol (E2), entre otros. Pero también existe un mecanismo independiente
de receptor considerado como el principal inductor de la sintesis y liberacién basal
de NO a nivel endotelial, que es el estrés hemodinamico causado por el flujo

sanguineo sobre el endotelio (Zhao y cols., 2015; Vanhoutte y cols., 2017).

Tanto la activacién de receptores especificos por agonistas como la
accion del flujo sanguineo sobre la membrana endotelial, produce un incremento
en los niveles de Caz2+ intracelular que inducira la activacién de la eNOS y la
sintesis de NO. La entrada de Ca2+ al citoplasma se produce a través de canales
de Ca2+ en la membrana celular y desde dep0sitos intracelulares como el reticulo
endoplasmatico. El incremento de la concentracién intracelular de Ca2+ favorece
Su union a la calmodulina citoplasmatica, formando el complejo Ca2+-calmodulina.
Este complejo interacciona con la eNOS e induce un cambio conformacional en
su estructura que facilita un mayor flujo de electrones e incrementa la produccién
de NO (Figura 1). Ademas, existe un mecanismo de activacién de la eNOS
mediante modificaciones postraduccionales, especialmente por fosforilacion/
desfosforilacion de aminoacidos concretos por quinasas y fosfatasas activadas en

respuesta a diferentes estimulos (Zhao y cols., 2015).
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En las células musculares lisas, el aumento de los niveles de Ca2+
induce la activacién del mecanismo de contraccién a través de la fosforilacion de
la cadena ligera de la miosina (MLC) a través de una quinasa especifica, la
quinasa de la MLC (MLCK). Cuando el NO es liberado por el endotelio, éste
difunde hacia el interior de las células del musculo liso induciendo la activacion del
mecanismo de relajacion del mismo mediante su union a la proteina guanilato
ciclasa soluble (sGC). Este enzima cataliza la conversibn de guanosina 5-
trifosfato (GTP) en guanosina monofosfato ciclica (¢cGMP). El aumento de los
niveles de cGMP activa la proteina quinasa dependiente de cGMP (PKG), que
disminuye la concentracién de Ca2+ citosolico disminuyendo la activacién de la
MLCK y con ello la fosforilacion de la MLC, facilitando la relajacién de la célula
muscular (Figura 2) (Zhao y cols., 2015; Kraehling y Sessa, 2017). Ademés, la
PKG también induce la eliminacion de Caz2+ citosolico al activar la bomba de Ca2+
dependientes de ATP situada en la membrana del reticulo sarcoplasmico (Gao,
2010; Zhao y cols., 2015). A su vez, la PKG induce la activacion de una fosfatasa
que elimina los grupos fosfato de la MLC, contribuyendo también a la relajaciéon
de la célula muscular (Figura 2). Por ello, el mecanismo activado por la ruta sGC-
cGMP-PKG permite reducir los niveles de Ca2+ citosélico causando la relajacién

de la célula del musculo liso vascular (Zhao y cols., 2015).

En conjunto, un descenso en los niveles de NO favorece la pérdida del
control del tono vascular a favor de un incremento del mecanismo de contraccion
como ocurre en diferentes patologias cardiovasculares (Yang y cols., 2004;
George y cols., 2012; Vanhoutte y cols., 2017) o durante el envejecimiento (Matz
y cols., 2000; Matz y Andriantsitohaina, 2003; S. Novella y cols., 2013).
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Figura 2. Regulacion del tono vascular por el 6xido nitrico (NO). NO regula el tono
vascular principalmente mediante la estimulacion de la guanilato ciclasa soluble (sGC)
en las células de musculo liso vascular induciendo la formacion de guanilato
monofosfato ciclico (cGMP). EI cGMP activa la proteina quinasa G (PKG), la cual
previene la entrada de Ca2+ extracelular por canales de Ca2+ dependientes de voltaje
(VDCC) y la liberacion de Ca2+ liberado por el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IPsR).
La PKG también participa en la eliminacion de Ca2+ intracelular hacia el interior del
reticulo sarcoplasmico mediante la activacion de bombas de Ca2+-ATPasa SERCA (del
inglés, sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase). La disminucién de la
concentracion de Ca2+ intracelular causa la inactivaciéon de la calmodulina y la
consiguiente inactivacion de la quinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK). Esta
deplecion de Ca2?+ favorece la activacion de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina
(MLCP), conduciendo a la rotura de los puentes entre actina y miosina favoreciendo la
relajacién del musculo liso vascular (Zhao y cols., 2015).
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1.2.2. TROMBOXANO A Y CONTRACCION VASCULAR

Los prostanoides son eicosanoides derivados del metabolismo del
acido araquidénico (AA) que participan en la regulacién del tono vascular. La
concentracion intracelular de AA esté regulada por la hidrélisis de fosfolipidos
de membrana, concretamente de la fosfatidilserina y fosfatidilinositol, por accién
de la fosfolipasa A2 (PLA2) (Capper y Marshall, 2001; Balsinde y cols., 2002;
Burke y Dennis, 2009; Leslie, 2015). ElI AA forma prostanoides, leucotrienos,
lipoxinas, acidos hidroxieicosatetraenoicos y acidos epoxieicosatetraenoicos. La
gran mayoria de sus metabolitos tienen efecto sobre las funciones endoteliales,
entre ellas el mantenimiento de barrera endotelial, la adhesién leucocitaria, la
migracion endotelial, la proliferacion, la viabilidad y la generacién de

mediadores bioactivos (Bogatcheva y cols., 2005).

Una de las vias de modificaciéon del AA es la ruta de la ciclooxigenasa
(COX), que implica un paso de ciclacion y otro de incorporacion de Oz y da lugar
a la prostaglandina precursora del resto de prostanoides, la PGHz2. Ademas, el AA
también puede ser sustrato de la lipooxigenasa que genera leucotrienos

implicados principalmente en procesos inflamatorios (Smith y cols., 2000).

Se conocen dos isoformas de la COX, la COX-1 y la COX-2, implicadas
en la produccién de prostanoides y cuya localizacidn subcelular se encuentra en
el reticulo endoplasmatico o en la membrana nuclear (Smith y cols., 2000; Morita,
2002; FitzGerald, 2003). Ambas isoformas se pueden expresar en diferentes
tejidos, entre ellos el endotelio (Smith y cols., 2000; Garavito y Mulichak, 2003).
La COX-1 se expresa de forma constitutiva en diferentes tejidos corporales, entre
ellos el rindn y el tubo gastrointestinal (Crofford, 1997). Su expresion a nivel
endotelial es constitutiva, aunque puede verse influida por otros estimulos, como
el estrés de flujo (McCormick y cols., 2000; Potter y cols., 2011). La COX-1 esta
implicada en la produccién de prostaglandinas que intervienen en diferentes
procesos fisiologicos como la proteccion del epitelio gastrico, el mantenimiento del
flujo intestinal, la agregacion plaquetaria, la migracibn de neutrdfilos y la

regulacion del tono vascular actuando sobre el endotelio y las células musculares
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lisas. La expresion de COX-2 esta regulada fundamentalmente por estimulos pro-
inflamatorios y es un enzima clave en la produccién de la PGlz y la PGE> (Virdis y
cols., 2010; Feletou y cols., 2011). Se ha descrito la existencia de una tercera
isoforma de la COX, la COX-3 o COX-1b, procedente de la generacion de un
transcrito corto de la COX-1 (Hla, 1996; Plant y Laneuville, 1999; Reinauer y cols.,
2013). El transcrito de COX-3 se ha detectado en endotelio humano (Plant y
Laneuville, 1999) y en otros tejidos corporales como cerebro, corazédn, higado y
estomago (Warner y Mitchell, 2002; Cui y cols., 2004; Nurmi y cols., 2005; Qin y
cols., 2005). Sin embargo, actualmente existen discrepancias sobre la existencia
de una expresion proteica final del transcrito que dé lugar a una nueva variante de
la COX (Kamy So, 2009).

Tanto la COX-1 como la COX-2 forman PGH: a partir del AA. La PGH>
puede dar lugar a PGl2 (a través de la PGl sintasa), PGE:2 (a través de la PGE:
sintasa), PGD: (a partir de la PGD:2 sintasa) y TXAz (a través de la tromboxano
sintasa) (Samuelsson y cols., 1978; Davidge, 2001; Virdis y cols., 2010). Estos
prostanoides activan receptores de membrana especificos presentes en
diferentes tipos celulares, entre ellos las células endoteliales y las células del

musculo liso vascular (Alfranca y cols., 2006; Feletou y cols., 2011).

A nivel cardiovascular, el TXA2 participa en el desarrollo de diferentes
procesos fisioldgicos y patologicos relacionados con agregacion plaquetaria,
vasocontriccién y proliferacion. El TXA2 puede ser sintetizado por diferentes tipos
celulares, debido a que el enzima implicado en la sintesis de TXAg, la tromboxano
sintasa, se encuentra presente en diferentes tejidos, entre ellos el vascular (Sun'y
cols., 1977). El TXA2 posee una vida media cercana a los 30 segundos (Hamberg
y cols.,, 1975) y es convertido en su forma inactiva TXB2 mediante una
isomerizacién no enzimatica (Needleman y cols., 1976). El TXA: fue descrito por
primera vez en 1970, como una sustancia implicada en la contraccion vascular
(Palmer y cols., 1970). Posteriormente se observd que no solo tenia efectos a
nivel vascular, sino que también inducia la contraccién de células musculares

lisas de otros tejidos, como bronquios (Devillier y Bessard, 1997), intestino
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(Schultheiss y Diener, 1999), utero (Wilhelmsson y cols., 1981) y vejiga urinaria
(Palea y cols., 1998).

El TXAz lleva a cabo sus acciones a través de la activacién de su
receptor especifico TP. El receptor TP pertenece a la superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (GPCR), formado por siete elementos transmembrana
con tres lazos extracelulares y tres lazos intracelulares (Ushikubi y cols., 1989;
Hirata y cols., 1996). Se expresa en diferentes tejidos, entre ellos el endotelio y el
musculo liso vascular, y se puede localizar en la membrana celular, en la
envoltura nuclear y en diferentes estructuras intracelulares (Nakahata, 2008). A
través del receptor TP, el TXAz actla a nivel local mediante acciones autocrinas
en la activacién y agregacion plaquetaria, y acciones paracrinas sobre células
endoteliales y leucocitos (Kobayashi y cols., 2004; Muller y cols., 2015). A nivel
vascular, la activacion del receptor TP también se ha relacionado con procesos de

migracion y proliferacion celular (Morinelli y cols., 1994; Suzuki y cols., 2004).

La activacion del receptor TP por el TXAz estimula la activacion de dos
proteinas G principalmente, la Gi2nsy la Gq. En el caso de la Gq, su activacion
conduce a la activacion de la PLC, a un incremento de los niveles de IP3 y de
DAG, que conducird a la liberacibn de Ca2+ procedente del reticulo
endoplasmatico (o sarcoplasmatico en el caso de las células musculares lisas) y
a la activacion de la PKC, respectivamente (Shenker y cols., 1991; Miggin y
Kinsella, 1998). Por otro lado, la estimulacion de la G123 activa a la proteina Rho
quinasa e induce la fosforilacion de la MLC, causando finalmente la contracciéon
de la célula (Figura 3) (Offermanns y cols., 1994; Moers y cols., 2003; Watterson y
cols., 2005; Miyosawa y cols., 2006). Asi, mientras en el endotelio la activacion del
receptor TP induce, entre otros mecanismos, un aumento de la permeabilidad
endotelial a causa de la reorganizacion del citoesqueleto de actina-miosina, en el

musculo liso causa la contraccién vascular (Bauer y cols., 2014).
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Figura 3. Mecanismo de contraccion del musculo liso vascular por union de un
agonista del receptor TP. La activacion del receptor TP causa un incremento de los
niveles de Ca2+ intracelular en la célula muscular lisa que causaran la fosforilacién de
la cadena ligera de miosina (MLC) y con ello la contraccion. La inhibicién de la
actividad de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP). La estimulacién del
receptor TP va a conducir a la contraccion del musculo liso vascular por 2 vias. La
primera va a consistir en la activacién de la proteina Rho quinasa (ROCK) por accion
de la Gi2/13. La ROCK puede fosforilar directamente la MLC. Por otro lado, la MLCP
también puede ser inhibida por la activacién de la proteina quinasa C (PKC) a través
de Gq y Gi2/13. El balance entre la actividad de la quinasa de la MLC (MLCK) vy la
MLCP va a conformar un mecanismo de regulacion reversible de fosforilacion/
desfosforilacién que controlard la contraccién del musculo liso vascular. Imagen
modificada de (Watterson y cols., 2005).
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En humanos existen dos isoformas del receptor TP: la isoforma alfa
(TPa), la cual también se expresa en roedores, y la isoforma beta (TP),
que presenta una modificacion en el extremo C-terminal diferente al TPa.
Aunque ambos receptores se expresan en la mayoria de tejidos y células
del organismo, suele predominar la isoforma TPa como es el caso de las
células endoteliales (Bauer y cols., 2014). El receptor TP también puede
activarse por otras prostaglandinas, como la PGHz, PGE2, PGD2, PGF2q y
por elevadas concentraciones de PGl provocando la despolarizacion del
musculo liso vascular (Feletou y cols., 2011; Liu y cols., 2013). El receptor
TP también puede ser activado por isoprostanos, moléculas similares a las
prostaglandinas, formados a partir de la peroxidacion de &cidos grasos
(Bauer y cols., 2014).

Se ha descrito una participacibn de hormonas sexuales en la
regulacion de los niveles de TXA2 asi como de la actividad del receptor TP
(Keung y cols., 2005; del Campo y cols., 2008; Martorell y cols., 2009). Por otra
parte, también se ha descrito el papel del receptor TP y del TXA2 en diferentes
patologias cardiovasculares, como en hipertensién (Michel, y cols., 2007;
Garcia-Redondo y cols., 2015), diabetes (Retailleau y cols., 2010) y en el
envejecimiento (de Sotomayor y cols., 2005; Vessieres y cols., 2010; Novella y
cols., 2013).

1.3. DISFUNCION ENDOTELIAL: INTERACCION COX-NOS

La pérdida de la funcién endotelial esta asociada al desarrollo de
factores de riesgo cardiovascular, entre ellos el envejecimiento. Ademas,
diferentes estudios en animales y humanos han confirmado al envejecimiento
como factor independiente en la pérdida de la capacidad vasodilatadora del
endotelio (Matz y Andriantsitohaina, 2003; Rodriguez-Mafias y cols., 2009;
Angulo y cols., 2012). A medida que se envejece, se suceden modificaciones

estructurales y funcionales a nivel vascular que van a influir en el incremento del
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riesgo cardiovascular (El Assar y cols., 2012; Camici y cols., 2015; Xu y cols.,
2017).

Un endotelio disfuncional muestra una disminucién de sus propiedades
antitrombéticas y vasodilatadoras, asi como un incremento de los niveles de
estrés oxidativo y de la produccion de citoquinas proinflamatorias que genera
un ambiente favorable para el desarrollo de diferentes patologias
cardiovasculares tales como trombosis y procesos de aterogénesis (Paneni y

cols., 2017; Sepulveda y cols., 2017).

Uno de los primeros signos de la disfuncion endotelial es la pérdida de
la capacidad vasorrelajante dependiente de endotelio. Esta pérdida de
respuesta es debida principalmente a un desequilibrio en la participaciéon de
mediadores vasodilatadores en la regulacion del tono vascular y a un aumento
de la sensibilidad a factores contractiles, tales como la angiotensina Il (Costa y
cols., 2016), el TXAz2 (Matz y cols., 2000; Novella y cols., 2013) o la endotelina-1
(Black y cols., 2003), relaciondndose con un incremento de la presién arterial
(de Belchior y cols., 2012) y cambios en la reactividad vascular (Matz y
Andriantsitohaina, 2003; Novella y cols., 2013a; Novella y cols., 2013b).

Un factor clave en la pérdida de respuesta relajante dependiente de
endotelio es el NO. El papel del NO esta influido por la actividad de la eNOS y
por su biodisponibilidad, entendida como el NO neto resultante del balance
entre su sintesis y degradacién (Forstermann y Sessa, 2012). En este sentido,
el sistema eNOS-NO puede verse afectado por diferentes factores de riesgo
cardiovascular, como es el envejecimiento (Vanhoutte y cols., 2016). Su
influencia sobre la disfuncién endotelial se ha comprobado por diferentes
estudios tanto en humanos (Taddei y cols., 1997; Eskurza y cols., 2004;
Rodriguez-Mafias y cols., 2009) como en diferentes modelos murinos (Matz y
cols., 2000; Matz y Andriantsitohaina, 2003; Novella y cols., 2013).
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1.3.1. DISMINUCION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE NO

La disfuncién endotelial mediada por una disminucion en la
biodisponibilidad de NO puede deberse a alteraciones que afectan
directamente a su sintesis como puede ser: (1) la disminucién de la expresion y
de la actividad de la eNOS a través de modificaciones postraduccionales
(Forstermann y Sessa, 2012; Vanhoutte y cols., 2016); (2) un descenso de la
biodisponibilidad del precursor de NO, el L-Arg a causa de un incremento de la
actividad arginasa a nivel endotelial (Bode-Boger y cols., 2003; Santhanam y
cols., 2008; Kim y cols., 2009; Chandra y cols., 2012); (3) un incremento de los
niveles de dimetilarginina asimétrica (ADMA), inhibidor de la eNOS
(Hermenegildo y cols., 2002; Bermudez y cols., 2008; Serna y cols., 2013;
Lluch, Segarra y Medina, 2015; Segarra y cols., 2016); (4) un descenso de la
biodisponibilidad de su cofactor BHs (Vasquez-Vivar y cols., 2003; Higashi y
cols., 2006).

La disfuncién endotelial también se ha relacionado con un incremento
del estrés oxidativo generado por un desequilibrio entre la produccién y la
eliminacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Versari y cols., 2009;
Vanhoutte y cols., 2017). A nivel vascular y en condiciones normales, las ROS
participan en la modulacién de diferentes mecanismos celulares, entre ellos el
tono vascular (Forstermann y cols., 2017; Yang y cols., 2017). En cambio,
elevadas concentraciones de ROS alteran el funcionamiento de la pared
vascular, favoreciendo procesos de proliferacion y apoptosis celular, alterando
la composicion de la matriz extracelular o induciendo procesos inflamatorios,
lo que se relaciona con patologias cardiovasculares (Touyz, 2004; Paravicini y
Touyz, 2008). El incremento de ROS a nivel vascular se ha asociado con el
envejecimiento y con procesos patoldégicos como hipertensién, diabetes y
aterosclerosis. Las ROS, concretamente del Oz, interaccionan con el NO para
generar peroxinitrito, lo que anula su accion vasodilatadora sobre el miusculo
liso vascular (Taddei y cols., 2001). A su vez, elevados niveles de ROS y de

peroxinitrito, afectan la actividad de la eNOS al disminuir la biodisponibilidad
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de su cofactor BH4, y alterando con ello el transporte de electrones a través
de su estructura y desviandolos hacia la oxidacion del oxigeno molecular.
Este proceso se conoce como “desacoplamiento de la eNOS” y finaliza con la
formacion de Oz en lugar de NO (Forstermann y Munzel, 2006). Por otra
parte, niveles elevados de ROS también se han relacionado con un aumento
de ADMA a través de una disminucion de la actividad del enzima implicado en
su catabolismo, la dimetilarginina dimetilamino hidrolasa (DDAH), y de un
aumento en la expresion de proteinas metiltransferasas responsables de la
transformacién de residuos de arginina de las proteinas en ADMA
(Landmesser y cols., 2004).

A nivel vascular, una de las principales fuentes de ROS es la NAPDH
oxidasa (NOX), que se compone de una familia de cinco NOX (NOX-1 a
NOX-5) y de dos Dual oxidasas (DUOX-1 y DUOX-2). De ellas, NOX-1,
NOX-2, NOX-4 y NOX-5 estan presentes en células de la pared vascular del
musculo y endotelio (Touyz, 2004; Donato y cols., 2007; Lassegue vy
Griendling, 2010). La NOX es una de las principales fuentes de Oz, y su
funcion se ha relacionado con otros complejos enzimaticos como la cadena
respiratoria mitocondrial (Doughan y cols., 2008; Dikalova y cols., 2010;
Kroller-Schon y cols., 2014), la xantina oxidasa (McNally y cols., 2003;
Landmesser y cols., 2007) y la forma disfuncional de la eNOS desacoplada
(Landmesser y cols., 2003). La NOX se encarga del transporte de electrones
del citoplasma hacia el interior de organulos, utilizando como donador la
NAPDH y como aceptor final el Oz (Forstermann y cols., 2017). Para su
actividad, la NOX requiere diferentes subunidades reguladoras adicionales
como la p22rhox| |a p47rhox, |a p67rhox y |a p4Orhox asi como la proteina G
Rac1. La activacién de la NOX se produce principalmente por la fosforilacién
de la subunidad p47rhox por proteinas G o por cambios intracelulares de la

concentracion de Ca2+ (Drummond y Sobey, 2014).
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Mediante el incremento de los niveles de ROS intracelulares, la NOX
participa en el desarrollo de diferentes patologias cardiovasculares, como la

aterosclerosis o la hipertension (Ritchie y cols., 2017).
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1.3.2. COX Y DISFUNCION ENDOTELIAL

A nivel vascular, la disfuncibn endotelial se asocia con un incremento
de factores contractiles derivados directamente de la actividad de la COX (El
Assar y cols., 2012). Estudios en humanos han demostrado la implicacién de la
COX en la disminucién de la respuesta relajante dependiente de endotelio con
la edad (Rodriguez-Mafas y cols., 2009). En modelos animales de hipertension
también se ha demostrado una participacion de factores contractiles derivados
de COX en la disfuncion endotelial (Vanhoutte y cols., 2015). En este sentido,
se ha observado una disminucién de la biodisponibilidad de NO endotelial en
varios lechos vasculares de pacientes con hipertension esencial (Flammer y
cols., 2012). En estos pacientes, el tratamiento con inhibidores no selectivos de
la COX permite la normalizacién de la funcién endotelial (Taddei y Vanhoutte,
1993) y restaura la biodisponibilidad del NO mediada por ROS (Taddei y cols.,
1997). Estos estudios confirman la accién directa de la COX sobre la
biodisponibilidad de NO. Actualmente, la COX representa una de las principales
vias que actia como fuente de ROS a nivel endotelial en la hipertensiéon

humana (Virdis y cols., 2013).

A nivel vascular, ambas isoformas de la COX se expresan
constitutivamente en células del misculo liso vascular y endoteliales, aunque la
COX-1 se expresa habitualmente en mayor medida que la COX-2 (Feletou y
cols., 2011). Sin embargo, actualmente se desconoce cual de las dos isoformas
es la que contribuye en mayor medida a la generacion de ROS durante el

envejecimiento (Matz y cols., 2000).
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1.4. ESTROGENOS Y FUNCION VASCULAR

Los estrébgenos son hormonas esteroideas involucradas en la
regulacion del desarrollo y funcién de los 6rganos reproductores masculinos y
femeninos (Carreau y cols., 2012; Cui, Shen y Li, 2013), pero también estan
implicados en la modulacién de diferentes procesos fisiolégicos, como el
metabolismo lipidico y glucidico, el balance de electrolitos, el sistema nervioso
central, la homeostasis 6sea, la cognicién, el comportamiento y el sistema
cardiovascular (Burns y Korach, 2012). Los estrégenos también estan
implicados en la regulacion de los procesos oxidativos que se suceden en el
organismo, especialmente a través de la disminucion del estrés oxidativo y de la
oxidacion lipidica, aumentando los niveles y actividad de enzimas antioxidantes
(Hermenegildo y cols., 2002; Thibodeau y cols., 2002; Wassmann y cols.,
2005).

En términos absolutos, la incidencia de enfermedades cardiovasculares
es mayor en mujeres que en hombres, aunque en mujeres éstas se producen a
edades mas avanzadas (Townsend y cols., 2016). Este aumento del riesgo
cardiovascular de la mujer se ha relacionado con el déficit hormonal que se
produce después de la menopausia (Bairey Merz y cols., 2006; Shaw y cols.,
2006; Go y cols., 2013).

Existe controversia sobre la causa de la evolucion creciente del riesgo
cardiovascular en mujeres después de la menopausia, especialmente por la
falta de coincidencia entre resultados de estudios clinicos y basicos. El foco de
atencidn se centra en el papel de las hormonas sexuales, especialmente de los
estrogenos, en el incremento del riesgo cardiovascular. A nivel clinico destacan
dos estudios iniciados a principios de la década de los 90 con objeto de evaluar
el efecto de la terapia hormonal de reemplazo (THR) en mujeres después de la
menopausia: el estudio Women’s Health Initiative (WHI) (Rossouw y cols., 2002
) y el estudio Heart y Estrogen/progestin Replacement Study (HERS)
(Gambacciani y cols., 2002).
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El estudio WHI ha sido el ensayo aleatorizado mas extenso disefiado
hasta el momento y se incluyeron 161.808 mujeres con edades comprendidas
entre los 50 y 79 afos. Uno de sus objetivos era analizar el efecto de la THR
(estrégenos conjugados equinos o combinada con progestagenos) en la
incidencia y evolucion de la enfermedad coronaria en mujeres
postmenopausicas. En 2002, los primeros resultados del WHI indicaron un
elevado riesgo de desarrollo de cancer de mama y un ligero aumento del riesgo
cardiovascular en las mujeres tratadas con la THR utilizando conjuntamente
estrbgenos y progestagenos. Ademas, no se observaron beneficios claros
sobre la incidencia de otras patologias como el cancer de colon o la trombosis
venosa (Rossouw y cols., 2002). En 2004, fue cancelada la parte del estudio de
THR unicamente con estrogenos, debido al incremento del riesgo de infarto de

miocardio observado (Ghazal y Pal, 2013; Gurney y cols., 2014).

Por otro lado, el estudio HERS se centr6 en determinar el efecto de la
THR con estrégenos y progestina sobre la prevalencia de la enfermedad
coronaria (Grady y cols., 1998). En dicho estudio, se incorporaron 2.763
mujeres de 44 a 79 afios con antecedentes de enfermedad coronaria y se
distribuyeron aleatoriamente entre el grupo tratado y el placebo. Los
resultados obtenidos indicaron un incremento del riesgo de tromboembolismo
venoso ademas de no modificar el riesgo de enfermedad coronaria durante el
primer afio de THR. Ello conllevé a no recomendar el tratamiento con THR
para la mejora de eventos coronarios en mujeres que ya habian padecido
uno. En cambio, a partir de los 3-5 afos de tratamiento, la THR parecia
mostrar un efecto beneficioso sobre el riesgo de enfermedad coronaria. Esto
dio lugar a la aparicion del estudio HERS I, una prolongacion del estudio
inicial que tenia como objetivo hacer un seguimiento de las mujeres que
recibieron THR para detectar posibles efectos beneficiosos a largo plazo
(Grady vy cols., 2002). El estudio HERS Il no demostrd beneficio de la THR
con estrégenos y progestagenos e indicd la existencia de un incremento de
riesgo de tromboembolismo venoso y de cancer de mama. Los resultados

obtenidos por los estudios HERS y HERS Il, confirmaron los resultados
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previos obtenidos por el estudio WHI en cuanto a la THR con estrégenos y

progestagenos.

Andlisis posteriores de los resultados, especialmente en el estudio
WHlI, indicaron como posible causa de los resultados obtenidos a la elevada
heterogeneidad de edad de las mujeres y el tiempo transcurrido entre el inicio
de la menopausia y la THR recibida. Se plante6 asi la hip6tesis temporal
(timing hypothesis), en la que se postula la existencia de una ventana
temporal en la que el efecto beneficioso de la THR supera al riesgo
cardiovascular asociado. Asi, la THR administrada a mujeres durante la
primera década de climaterio reduciria el riesgo cardiovascular mientras que
éste aumentaria si se empezaba a administrar transcurridos 10 afios desde la
menopausia (Manson y cols., 2013; Lacey, 2014; Boardman y cols., 2015;
Carrasquilla y cols., 2017). Posteriores analisis de estudios observacionales
como el Nurses Health Study han confirmado los beneficios de iniciar con el
tratamiento con estrébgenos en los cuatro anos posteriores al inicio de la
menopausia frente a tratamientos mas tardios (Grodstein y cols., 2006).
También en el estudio observacional “Early y Late Intervention Trial with
Estradiol’ (ELITE), se determiné que el tratamiento con estrégenos iniciado
dentro de los 6 afos posteriores a la menopausia estaba asociado a una
menor progresion de aterosclerosis (Hodis y cols., 2016). Estos resultados
confirman los obtenidos afios antes en primates, donde el tratamiento
temprano con estrdgenos equinos después de inducir una menopausia
quirdrgica retrasaba el desarrollo de aterosclerosis (Mikkola y Clarkson,
2002).

1.4.1. ESTRADIOL Y MECANISMO DE ACCION

Durante la etapa fértil de la mujer, la principal sintesis de estrégenos
tiene lugar en los ovarios, el cuerpo luteo y la placenta. En cambio, en etapas
no reproductivas, como el periodo previo de la pubertad y el periodo posterior a
la menopausia, la sintesis principal de estrogenos tiene lugar en tejidos

extragonadales como los rifiones, el corazén, el higado, el tejido adiposo, la piel
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y el cerebro (Cui y cols., 2013). A diferencia de los estrégenos sintetizados a
nivel ovérico y en las glandulas suprarrenales que son liberados directamente a
la circulacién, los estrégenos sintetizados en tejidos extragonadales ejercen su
funcion de forma paracrina o autocrina en el lugar de sintesis, manteniendo las
funciones especificas de estos tejidos, principalmente por un incremento de la
actividad aromatasa, el enzima implicado en la sintesis de estrégenos

(Watanabe y cols., 2007; Inoue y cols., 2012).

Existen tres tipos de estrégenos naturales: la estrona, el estriol y el
17B-estradiol (E2). El E2 es el estrbgeno de mayor actividad fisioldgica, con
caracteristicas hidrofébicas que le permite atravesar la membrana celular
facilmente (Baquedano y cols., 2007). Los niveles en sangre de E2 oscilan
entre 0,1 - 1 ng/mL segun la etapa menstrual de la mujer (Geisler, 2003),
descendiendo drasticamente a un valor medio de 35 pg/mL tras la menopausia
(Stricker y cols., 2006).

Los efectos del E2 estdn mediados a través de la activacion de
receptores de estrébgenos (ER) que median una respuesta lenta o
“gendmica”, que implica la activacién de la maquinaria de transcripcion para
la expresion de genes especificos y una respuesta rapida que implica la

activacion de diferentes rutas sefalizadoras (Usselman y cols., 2016).

En la via lenta o gendmica estan implicados principalmente dos
isoformas del ER denominadas ER clasicos, el ERa y el ERB. Ambos
receptores poseen multiples dominios estructurales, entre los que se incluye un
dominio de uni6bn hormonal, que presenta una homologia estructural entre
isoformas del 56 %, y un dominio de reconocimiento y unién a DNA con una
homologia del 96 %. Por otra parte, ambas isoformas del ER se encuentran
formando homo- y heterodimeros en el citoplasma celular, esperando su
activacion por el E2. El ER unido al E2 se trasloca al nicleo donde interacciona
con regiones especificas de DNA o elementos de respuesta a estrdgenos
(ERE) (Edwards, 2005; Cui y cols., 2013). Los ERE son secuencias

reguladoras de DNA que dan lugar a la expresion de diferentes proteinas y
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factores de transcripcién responsables de la accién a largo plazo de los
estrégenos (Meyer y cols., 2011). Ademas, existe otro mecanismo alternativo
en el que ambos ER pueden modular la transcripcidn génica sin interaccionar
directamente con el DNA, a través de proteinas reguladoras y factores de
transcripcidbn que se unirdn a otras secuencias especificas y modularan la

transcripcién (Simoncini, 2009; Schultz-Norton y cols., 2011; Cui y cols., 2013).

Por otro lado, la accién rapida del E2 modula la actividad celular
mediante la activacion de diferentes vias enzimaticas y la apertura de canales
ibnicos (Fu y Simoncini, 2008; Levin, 2009). En esta via estan implicados los
receptores ERa y ERB de membrana, que se pueden encontrar tanto en la
membrana plasmatica celular como en la membrana de diferentes organulos
celulares como es el caso de la mitocondria o del reticulo endoplasméatico
(Levin, 2009). La activacién de estos receptores de membrana puede dar lugar
a un incremento de los niveles de Ca2+ intracelular y/o de NO, asi como a la
regulacién de la expresioén de diferentes genes a través de la induccion de
factores de transcripcion modulados por diferentes cascadas enziméticas
asociadas a quinasas (Hammes y Levin, 2007; Arnal y cols., 2010; Arévalo, y
cols., 2015).

Ademés, también se ha descrito un receptor de estrégenos unido a
proteina G (GPER) localizado principalmente en la membrana plasmatica del
reticulo endoplasmatico, ademas de en el aparato de Golgi y en la membrana
nuclear (Revankar y cols., 2005; Filardo y cols., 2007). Mediante el GPER se
pueden activar rutas de sefializacidon rapidas que podrian conducir a la
activacion de factores de transcripcién, participando de forma indirecta en la via
gendmica y regulando de este modo la expresion de genes que no estan

regulados por elementos ERE (Prossnitz y cols., 2008).
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1.4.2. ESTRADIOL Y FUNCION ENDOTELIAL

Una de las principales dianas del E2 a nivel vascular es el endotelio. El
E2, ademas de propiedades antitrombéticas y antiinflamatorias, tiene un papel
importante en el control del tono vascular (Novella y cols., 2012). EI E2 mejora
la respuesta relajante dependiente de endotelio a acetilcolina en vasos aislados
de conejas ovariectomizadas (Gisclard y cols., 1987). Ademas, en células
endoteliales en cultivo, el tratamiento con E2 incrementa los niveles de NO
(Chambliss y Shaul, 2002). Estos efectos se deben a la accion directa del E2
sobre diferentes mecanismos implicados en la produccién de NO, a través del
incremento de los niveles de Caz2+ intracelular (Rubio-Gayosso y cols., 2000) o
la disminucién de los niveles de ADMA (Monsalve y cols., 2007). También
aumenta la expresion de la eNOS (Sumi y Ignarro, 2003) o su activacion
mediante fosforilacion a través de la ruta PIsK/AKT (Hisamoto y cols., 2001) y
de la MAPK (Chen y cols., 1999).

También se ha descrito la accidén del E2 en la modulacion del tono
vascular a través de sustancias vasodilatadoras derivadas de COX,
concretamente de PGlz (Ospina y cols., 2003; Sobrino y cols., 2009), asi
como una disminucion de agentes vasoconstrictores en diferentes lechos
vasculares (Davidge y Zhang, 1998; Dantas y cols., 1999; Novella y cols.,
2010).

El E2 actia también como antioxidante y disminuye los niveles de
ROS mediante la estimulacién de la expresién de enzimas antioxidantes,
como la glutatibn peroxidasa (Capel y cols.,, 1981) y la superdxido
dismutasa (Sivritas y cols., 2011). Ademas, disminuye la expresion de
enzimas oxidantes, como la NAPDH oxidasa (Wassmann y cols., 2001;

Dantas y cols., 2002).
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Hipdtesis y Objetivos
2.1. HIPOTESIS

El envejecimiento esta relacionado con alteraciones estructurales y funcionales
de la pared vascular que inducen disfuncién endotelial, que se manifiesta
principalmente por una disminucion de la biodisponibilidad de NO, asi como por
un incremento en la produccion de sustancias vasoconstrictoras. Entre ellas
destaca el TXA», derivado de la COX, implicado en la disfunciéon vascular

asociada al envejecimiento (Briones y cols., 2005; Vanhoutte, 2009).

Los estrégenos ejercen un papel protector a nivel vascular activando la
sintesis y liberacion de sustancias dilatadoras, como NO y PGlz (Novella y cols.,
2010; Sobrino y cols., 2010). La disminucién de los niveles de estrogenos que
se produce a partir de la menopausia induce una menor biodisponibilidad del
NO y a un incremento de sustancias contractiles, entre ellas el TXA2 (Dantas y
cols., 1999, 2004), que genera una disfuncién vascular que aumenta el riesgo
cardiovascular (Taddei y cols., 1996; Lisabeth y cols., 2009; Moreau y Hildreth,
2014). Debido a que la menopausia coincide temporalmente con un
envejecimiento vascular, que el mayor riesgo cardiovascular sea funcién del
envejecimiento, o una consecuencia de la menopausia, 0 ambas, ha sido objeto

de debate durante mucho tiempo (Bittner, 2009).

Un factor comdn que disminuye la biodisponibilidad del NO tanto en el
envejecimiento como en situaciones en las que hay una disminucién de
estrdégenos es el incremento de O2" (Matz y cols., 2000; LeBlanc y cols., 2008;
El Assar y cols., 2012). El Oz procede de diversas fuentes, fundamentalmente
de la NADPH oxidasa (Ray y Shah, 2005; Drummond y Sobey, 2014; Virdis y
cols., 2016) aunque se han descrito otras como la COX (da Cunha y cols.,

2000; Martinez-Revelles y cols., 2013). Ademas, el TXA2 puede aumentar los

niveles de Oz a través de la activacion de sus receptores (Zhang y cols., 2011).

En el presente trabajo se utilizan ratonas con senescencia acelerada a
las que se les induce de forma quirdrgica la pérdida de estrogenos, un modelo

en el que coincide el envejecimiento y la ausencia de estrogenos,
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caracteristicas de la menopausia. La hip6tesis del trabajo es que durante el
envejecimiento el TXA:z induce una disfuncién endotelial mediada por un
incremento de la produccién de Oz y una menor biodisponibilidad del NO y que

esta respuesta puede estar modulada por los estrégenos.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis es estudiar la participacion de
las vias de la COX y la NOS en la respuesta al TXAz en aorta de ratonas con
senescencia acelerada (SAMP8) y ratonas con un envejecimiento biologico
normal (SAMR1), comparando las posibles modificaciones con el

envejecimiento, la ovariectomia y la terapia hormonal con E2.
Objetivos especificos:

o Caracterizar las ratonas SAM como modelo de envejecimiento vascular,
mediante la determinacion de su esperanza de vida y la evolucion
temporal de las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de la pared

vascular.

e Estudiar el papel de los estrogenos en las alteraciones vasculares
asociadas al envejecimiento. Para ello, en aorta de ratonas
ovariectomizadas con y sin tratamiento con E2, se determinaran las

siguientes caracteristicas morfolégicas y funcionales:

Pardmetros bioquimicos y morfoldgicos de la pared arterial.

Respuesta vascular al KCI, U46619 y acetilcolina.

Participacion de NOS, COX-1, COX-2 y sus interacciones en la

contraccion al U46619.

Produccion de Oz inducido por el U46619 y contribucion de las

isoformas de la COX.

Expresidn génica y proteica de NOS, COX-1y COX-2.
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Material y métodos

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por la
Comision de Etica en Investigacion Experimental de la Universitat de
Valéncia y los experimentos se realizaron de acuerdo al Real Decreto
53/2013 por el que se establecen las normas basicas aplicables para la

proteccion de los animales utilizados en experimentacion.

3.1. MODELO EXPERIMENTAL DE ENVEJECIMIENTO Y
MENOPAUSIA

Para la realizacion de los estudios se utilizd un modelo de ratonas con
senescencia acelerada, ratonas SAM (Senescence Accelerated Mouse),
obtenido por seleccion fenotipica a partir de una colonia de ratones AKR/J y
descrito en 1981 por Takeda y colaboradores (Takeda y cols., 1981). Se han
caracterizado varias cepas de ratonas SAM que desarrollan alteraciones
fenotipicas asociadas con el envejecimiento acelerado (Figura 4) (Takeda y
cols., 1999). En los experimentos de esta tesis se utilizaron ratonas de la cepa
SAMR1, que presentan un envejecimiento biolégico normal y fueron utilizadas
como grupo control, y ratonas de la cepa SAMP8, que desarrollan senescencia
acelerada. Los ratones SAMP8 se caracterizan por mostrar alteraciones
asociadas al envejecimiento como cataratas, osteoporosis, amiloidosis senil y

pérdida de memoria.

Las colonias de ratonas SAMR1 y SAMP8 fueron criadas y mantenidas
en el animalario de la Unidad Central de Investigacién de Medicina de la
Universitat de Valéncia, en un ambiente controlado segun las directrices
institucionales (temperatura constante a 22 °C, ciclos luz/oscuridad de 12 horas,

humedad del 60 %, pienso estandar y agua ad libitum).
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Figura 4. Fotografia representativa del fenotipo mostrado por las ratonas SAMR1
(arriba) y SAMP8 (abajo) a los 10 meses de edad. Las ratonas SAMP8 muestran
pérdida de pelo y un menor tamafo corporal.

3.1.1. GRUPOS DE ESTUDIO

Los estudios destinados a la caracterizacion del fenotipo senescente
de las ratonas SAMPS8 se realiz6 en ratonas SAMR1 (n = 70) y ratonas SAMP8

(n =70), que se distribuyeron en los siguientes grupos:
+ Estudio de longevidad: 30 ratonas SAMR1 y 30 ratonas SAMPS.

 Estudio de la evolucion temporal de la presidn arterial: 10 ratonas
SAMR1 y 10 ratonas SAMPS.

« Estudio del envejecimiento en la reactividad vascular: 30 ratonas
SAMR1 y 30 ratonas SAMPS8. Los estudios se realizaron a los 3
meses (10 ratonas), 6 meses (10 ratonas) y 10 meses (10 ratonas)

de edad en cada una de las cepas.
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Para el estudio del efecto conjunto de los estrbgenos y el
envejecimiento, se utilizaron ratonas SAMR1 (n = 72) y ratonas SAMPS8 (n = 72)

que se distribuyeron en los siguientes grupos experimentales:

» Controles de la cirugia (Sham): grupo control al que se realizd el
mismo procedimiento quirdrgico que a los demas grupos, pero

manteniendo intactos los ovarios.

» Ovariectomizadas (Ovx): grupo experimental al que se realiz6 la
extirpacion quirtrgica de los ovarios junto al oviducto y la grasa

periovaérica.

» Ovariectomizadas y tratadas con estrégenos (OvE): grupo al que se
le realiz6 la ovariectomia y ademas, se les implantd6 una bomba

osmogtica de liberacion continua de 17B-estradiol (E2, 10 ug/Kg/dia).
3.1.2. EXTIRPACION QUIRURGICA DE LOS OVARIOS

Para determinar el efecto conjunto de los estrogenos y el
envejecimiento en la funcién vascular, ratonas SAMR1 y SAMP8 se
ovariectomizaron a los 5 meses de edad. Los animales se anestesiaron
mediante la administracién de isofluorano por via inhalatoria. El protocolo
analgésico se completdé con la administracion de buprenorfina por via
subcutanea (0,05 mg/kg). Se colocd al animal en decubito lateral derecho y se
desinfect6 la zona a abordar. Tras comprobar la profundidad anestésica por
pérdida de reflejos podales, se procedio al abordaje del flanco lateral derecho
realizandose una incisién de 0,5 cm en el borde dorsal de la ultima costilla. Tras
la incisibn cutdnea y muscular, se expuso el ovario con el infundibulo y el
ligamento ovérico. Se realizd una ligadura transfixiante por debajo del
infundibulo con una sutura monofilamento reabsorbible de 5/0 (Monosyn,
Braun). Se repitié la misma operacién en el lado izquierdo del animal. Finalizada
la intervencion, se desinfect6 la zona y se proporcion6 analgesia postoperatoria
mediante la administracion de meloxicam (0,3 mg/kg cada 24 horas durante 3

dias).
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Para el tratamiento de reemplazo con estrogenos se utilizaron
minibombas osmoticas (Alzet Osmotic Pumps® Model 2004, Durect
Corporation) que liberan de manera continua pequefas cantidades de solucién
de carga a razon de 0,25 pyL/h durante 28 dias. Estas bombas se caracterizan
por poseer un reservorio flexible e impermeable que contiene polietilenglicol
como agente osmotico y una membrana semipermeable que permite la difusion
pasiva del liquido. Las bombas osméticas se prepararon con una concentracion
de E2 (Sigma-Aldrich) de 40 pg/mL por mg de peso del animal. Para ello, se
prepard una solucidén stock de 8 mg/mL de E2 en dimetilsulféxido (DMSO)
absoluto (Sigma-Aldrich). Posteriormente se realiz6 una dilucién 1:200 en
DMSO al 50 % en solucién salina fisiolégica (NaCl 0,9 %, Sigma Aldrich). La

solucién se filtrd con un filtro de 0,22 ym y las bombas se cargaron con 200 L.

La implantacion de las bombas se llevd a cabo después de la
ovariectomia, mientras el animal se mantenia bajo anestesia y analgesia. La
bomba se coloc6 en la zona subescapular del animal. Mediante el uso de una
pinza hemostatica se cre6 un bolsillo subcutaneo y se introdujo la bomba en el
interior con la apertura del moderador de flujo en direccion a la cabeza del
animal. El E2 liberado es absorbido por los capilares de la zona de implantacién

permitiendo su paso a la circulacion sistémica.

3.2. ESTUDIOS IN VIVO

3.2.1. DETERMINACION DE LA ESPERANZA DE VIDA MAXIMA
Y MEDIA

Para determinar la longevidad de las ratonas se realiz6 el seguimiento
y registro de las defunciones. El estudio se inici6 con 30 ratonas SAMR1 y 30
SAMP8 de 2 meses de edad que se separaron de la madre coincidiendo con el
fin de la lactancia, para descartar posibles muertes prematuras por alteraciones
durante el desarrollo. El registro de las defunciones se realizd hasta la muerte

del ultimo animal incluido en el estudio. Durante todo el periodo, los animales se
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mantuvieron en condiciones normales de temperatura, humedad, comida y

agua.

Completado el registro, se procedié a la elaboracidbn de curvas de
supervivencia utilizando el estimador Kaplan-Meyer para determinar la
esperanza de vida méxima, definida como la edad maxima alcanzada por la
Ultima ratona de cada cepa, y la esperanza de vida media, promedio de edad

que alcanzd el conjunto de las ratonas estudiadas en cada cepa.
3.2.2. REGISTRO DE LA PRESION ARTERIAL

La presion arterial de las ratonas se determin6 mediante el método del
manguito de cola (fail-cuff) (Buhag, 1973), que permite la medida indirecta de la
presion arterial en animales conscientes. La técnica esta basada en la medida
esfigmomanomeétrica utilizada en humanos adaptada a roedores. El manguito
de cola dispone de una membrana de presién cuya finalidad es inflarse para
ocluir el flujo sanguineo de la arteria caudal. Junto al manguito, un transductor

detecta los cambios en el pulso del flujo arterial.

En este estudio se utilizd el equipo PanLab LE5002 (Harvard
Apparatus) y se registraron los valores de presién arterial sistélica (PAS) y de
presion arterial diastélica (PAD). La determinacién se llevd a cabo entre las 8:00
hy las 11:00 h para evitar fluctuaciones de los valores de presion arterial por los
ritmos circadianos. Las medidas se realizaron una vez los animales se

adaptaron a las condiciones ambientales de trabajo.

Debido a que los animales se estresan facilmente en condiciones no
habituales, es imprescindible un buen acondicionamiento antes de iniciar la
medida de la presién arterial. El acondicionamiento se inici6 a los 2 meses de
edad, introduciéndolas durante 15 - 20 min en el soporte especifico del equipo.
El soporte dispone de una apertura en un extremo por la cual sale la cola del
animal permitiendo su manipulacién. Durante este tiempo se realizaron
diferentes ciclos de medida para la adaptacién del animal al sistema. Los

valores registrados durante este periodo no se incluyeron en el estudio.
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El registro de la presion arterial se llevd a cabo una vez se establecio
en el sistema una buena amplitud y estabilizacion de la sefal de pulso,
indicador de una adecuada vasodilatacion de la cola y ausencia de estrés en el

animal. En cada determinacion se registraron 3 - 4 medidas por animal.

3.3. ESTUDIOS EX VIVO

3.3.1.PARAMETROS MORFOMETRICOS, OBTENCION DE
PLASMA Y ANALISIS BIOQUIMICO

Antes del sacrificio de los animales, se registr6 su peso para
determinar las variaciones debidas al envejecimiento y/o cirugia. Las ratonas
fueron anestesiadas y mediante puncién intracardiaca, se obtuvo una muestra
de sangre y se sacrificaron. La muestra de sangre se recogidé en un tubo con
EDTA (BD Vacutainer, Becton-Dickinson), se centrifugd a 1500 x g durante 15

min a 4 °C. El plasma obtenido se conservo a -80 °C hasta su posterior uso.

La efectividad de la ovariectomia y el tratamiento con E2 se comprobd
mediante el registro del peso del utero y el andlisis de la concentracion
plasmética de estrégenos. Ademas, se determinaron los niveles plasmaticos de
glucosa, triacilgliceridos, colesterol total y urea mediante un autoanalizador

(ADVIA Centaur® CP Immunoassay System, Siemens).
3.3.2. REACTIVIDAD VASCULAR EN BANO DE ORGANOS

Una vez el animal fue sacrificado se aisl6 la aorta en una placa Petri
con solucién salina fisiolégica (NaCl 0,9%) a 4 °C. La aorta se limpid
cuidadosamente de grasa y adherencias con tijeras de microdiseccion, bajo una
lupa estereoscopica (Nikon Instruments Inc.) e iluminada con luz fria (EK-1,

Euromex).

La aorta abdominal se utiliz6 para el estudio histoldgico de la pared
vascular, la expresion génica y proteica mediante inmunohistoquimica, y la

produccién de aniones superoxido.
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De la aorta toracica se obtuvieron 4 segmentos de 4 mm de longitud.
Cada uno de los segmentos arteriales se mont6é en un bafio de érganos para el
registro de la tension isométrica. El procedimiento consistio en introducir dos
alambres finos y rigidos de acero inoxidable (150 um de didmetro) a través de
la luz del anillo vascular. Uno de los alambres se encontraba fijo a un soporte
del bafio de érganos. El otro alambre era movil para permitir su desplazamiento
de forma paralela al fijo y estaba conectado a un transductor de fuerza (Pioden
controls Ltd.) (Figura 5). Cada bafio de 6rganos contenia 5 mL de solucién
fisiolbgica Krebs-Henseleit modificada. Esta solucidn estd compuesta por NaCl
115 mM, KCI 4,6 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgClz-(H20)s 1,2 mM, CaClz 2,5 mM,
NaHCO3 25 mM, glucosa 11,1 mM y EDTA dis6dico 0,01 mM. Esta solucion se
burbujed con carbégeno (95 % Oz2y 5 % COz). El pH de la solucion se mantuvo
entre 7,3y 7,4 y la temperatura a 37°C durante todo el experimento mediante

un termocirculador (Harvard Apparatus).

En experimentos preliminares se determiné la tension basal éptima,
aquella a la se produce la respuesta maxima a una soluciéon despolarizante de
KCI 60 mM. En la aorta toracica de ratdn, la tension basal 6ptima registrada fue
de 9,8 mN.

Una vez montado el anillo en el bafio de érganos con ayuda del tornillo
micrométrico se le aplico la tension basal 6ptima. Puesto que la respuesta
inmediata de los segmentos vasculares a la distensién es la relajacion, la
tensién se reajusté periddicamente hasta alcanzar una tensién estable. Durante
este periodo de equilibrio la solucién del bano se renové cada 15 min. Los
cambios de tensidn isométrica se registraron en un ordenador a través de un
sistema conversor analdgico-digital y de adquisicién de datos PowerlLab/8e (AD
Instruments Ltd.) y fueron analizados mediante el software Chart v3.4/s (AD

Instruments Ltd.) (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama representativo de los diferentes componentes requeridos para
llevar a cabo los estudios de reactividad vascular en bafio de 6rganos con aorta
de ratén.

Tras un periodo de estabilizacion de 1h, los segmentos adrticos se
activaron con cloruro potéasico (KCI) (60 mM), que causa contraccion al inducir
la despolarizacion del musculo liso vascular y la apertura de los canales de Ca2+
dependientes de voltaje. A los 15-20 min se alcanzd una respuesta estable en
meseta. De esta forma se comprobd que los segmentos arteriales son
funcionales y se descartaron aquellos que respondieron con una contraccién

menor a 5 mN.

La integridad funcional del endotelio se comprobd en segmentos
vasculares previamente contraidos con serotonina (105 M) a los que, una vez
alcanzada una contraccion estable, se les adicion6 acetilcolina (106 M). Una
relajacidon superior al 60% se considerd indicativa de una buena integridad

endotelial.

Para determinar si las respuestas vasculares dependian de la
presencia de endotelio, se estudié un grupo de segmentos arteriales en los que

se eliminé el endotelio de forma mecanica, introduciendo suavemente un
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alambre rugoso de acero inoxidable por la luz del vaso y con la ayuda de unas
pinzas se desplazé el segmento adrtico longitudinal y transversalmente. La
ausencia de endotelio se comprob6 por la ausencia de relajacién inducida por

acetilcolina de los vasos precontraidos con serotonina.

Las respuestas inducidas por los diferentes agonistas utilizados en los
experimentos se obtuvieron afiadiendo concentraciones acumulativas del
agonista en el bafio de 6rganos para alcanzar la concentracién final requerida.
Se realizaron curvas concentracion-respuesta al KCI (5 - 120 mM) para
determinar la respuesta contractil del muasculo liso ante una despolarizacién
directa. Para estudiar la relajacién endotelio-dependiente, se realizaron curvas
concentracion-respuesta a la acetilcolina (10 - 10-5 M) en segmentos con y sin
endotelio previamente contraidos con serotonina (105 M). Para comprobar la
participacion del NO en respuesta a la acetilcolina (109 - 105 M), los segmentos
vasculares se incubaron 15 min con L-NAME (104 M), inhibidor de la NOS

(Rees y cols., 1990).

La relajacion independiente de endotelio se estudi6 mediante la
respuesta al nitroprusiato sodico, un vasodilatador que induce relajacién al
actuar directamente sobre el musculo liso vascular. Segmentos vasculares
con y sin endotelio de todos los grupos de estudio se contrajeron con
serotonina (105 M) y después de obtener una contraccion estable se anadio

nitroprusiato sédico (10-1 - 107 M).

El TXAz tiene una vida media muy corta, aproximadamente 30
segundos, y se degrada rapidamente a una forma inactiva, el TXB2 (Hamberg
y cols., 1975). Por este motivo los estudios que abordan los efectos
vasculares del TXA2 se han realizado utilizando el U46619, un mimético
estable del TXA2. En segmentos vasculares de todos los grupos de estudio se
realizaron curvas concentracién-respuesta al U46619 (10° - 3x107 M). La
participacién del NO en la respuesta al U46619 se analiz6 mediante la
incubacion durante 15 min con L-NAME (104 M). La participacion de las COX

se determind con la incubacién durante 15 min con indometacina (105 M), un
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inhibidor inespecifico de las COX (Botting y cols., 2006), con SC560 (107 M),
un inhibidor selectivo de la COX-1 (Smith y cols., 1998) o celecoxib (105 M),
un inhibidor selectivo de la COX-2 (Davies y cols., 2000). La participacion
conjunta de la NOS y las COX, se determin6 con la inhibicién simultanea con
L-NAME (104 M) e indometacina (105 M), SC560 (107 M) o celecoxib (105
M).

3.4. ESTUDIOS IN VITRO

3.4.1. ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

Para el estudio de la estructura de la pared vascular se utilizaron
muestras de aorta abdominal fijadas y conservadas en Tissue-Tek OCT (Sakura
Finetek Europe) procedentes de ratonas de los grupos Sham, Ovx y OvE
SAMR1 (n = 4 por grupo) y SAMP8 (n = 4 por grupo). Se realizaron secciones
arteriales de 4 ym de grosor en un microtomo criostato Leica CM1900 (Leica
Microsistemas). Las muestras se colocaron sobre un portaobjetos de vidrio
SuperFrost (ThermoFisher Scientific) y se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 30 - 60 min. Posteriormente se realiz6 una tincién con

hematoxilina-eosina.

Para el analisis del grosor de la pared arterial se realizaron 6 capturas
por secciébn con un microscopio Optico digital Leica DMD108 (Leica
Microsistemas) y las imagenes se analizaron mediante el software del propio

microscopio LAS-DMD v1.3.1 (Leica Microsistemas).

3.4.2. EXPRESION DE PROTEINAS POR INMUNOHISTOQUIMICA
EN SECCIONES ARTERIALES

La expresion proteica se estudié en cortes de 4 um de grosor de aorta
abdominal realizados en el microtomo criostato, procedentes de muestras
fijadas y conservadas en Tissue-Tek OCT de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los
grupos Sham, Ovx y OVE (n = 4 - 6 aortas por grupo). Las secciones arteriales

se colocaron sobre portaobjetos recubiertos de Polilisina (Menzel-Glaser,
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ThermoFisher Scientific) y se secaron a temperatura ambiente entre 30 - 60
min. Para el desenmascaramiento antigénico, los portaobjetos se sumergieron
en agua destilada durante 30 min y después en una solucidn de citrato sédico
10 mM (pH 6) a 83°C durante 40 min. Posteriormente, se dejaron 40 min a
temperatura ambiente, se lavaron con PBS y se bloquearon durante 30 min con
suero de cabra o burro al 3% (Sigma Aldrich). A continuacién, se incubaron con
el anticuerpo primario diluido en el suero de bloqueo durante 18 h a 4°C. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron anti-COX-1, anti COX-2 (de raton) y anti-
eNOS (de conejo), todos ellos de SantaCruz Biotechnologies. Al dia siguiente,
los portaobjetos se lavaron 3 veces con PBS y los cortes se incubaron con
anticuerpos secundarios con fluorocromo AlexaFluor® 488 anti-ratbn o
AlexaFluor® 647 anti-conejo (ThermoFisher Scientific) diluidos 1:500 en PBS
durante 1 h. Para el montaje se utilizd ProLong Gold Reagent con DAPI

(Molecular Probes, Life Technologies).

La captura y el posterior analisis de las imagenes se realiz6 en un
microscopio invertido de fluorescencia Nikon Eclipse-Ti conectado a un
ordenador con el software NIS-elements Basic Research v3.22. Se
realizaron 4 - 6 capturas por seccion de tejido con una magnificacion de
400X exponiendo las muestras a diferentes filtros de excitaciéon: (1) 387 +
11 nm para el DAPI, (2) 482 + 35 nm para el AlexaFluor 488, y (3) 628 +
40 nm para el AlexaFluor® 647. La cuantificacion de la fluorescencia se
delimité Unicamente a nivel endotelial utilizando la herramienta de marcaje
del propio software y que proporciond valores de intensidad de
fluorescencia a partir de la relacibn del niumero de pixeles por éarea

delimitada.
3.4.3. PRODUCCION DE SUPEROXIDO EN SECCIONES
ARTERIALES

La produccion de anién superéxido (O2) se detectd in situ mediante
la tincidbn con dihidroetidio (DHE, Molecular Probes), compuesto no

fluorescente que puede atravesar la membrana celular, y una vez en el
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interior cuando es oxidado por el Oz produce hidroetidina (HE), compuesto
que se intercala en el DNA emitiendo fluorescencia. Se utilizaron secciones
de 14 ym de grosor de aorta abdominal, fijadas en Tissue-Tek OCT, de
ratonas SAMR1 y SAMP8 de los grupos Sham, Ovx y OVE (n = 4 - 8 aortas
por grupo).

Los cortes arteriales se mantuvieron en PBS a 37°C durante todo el
experimento para mantener su hidratacién. Después de 15 min se afadio la
DHE (2 yM) y se incubd durante 30 min en oscuridad. En algunos cortes, a los

10 min de iniciar la incubaciéon con DHE, se anadié U46619 108 M.

Para caracterizar el origen del O2" en respuesta al U46619, 15 min
antes de la adicion de la DHE, se afiadi6 GR32191B (107 M), un antagonista
del receptor TP (He y cols., 1999); tempol (102 M), un mimético de la enzima
superoxido dismutasa que degrada el Oz (Petronio y cols., 2013) o0 apocinina
(3x103 M), un inhibidor inespecifico de las NOX. Para determinar la posible
participacion de las COX en la producciéon de Oz, los cortes se incubaron con
indometacina (105 M), SC560 (107 M), celecoxib (105 M) o SC560 (107 M)
mas celecoxib (105 M). Las incubaciones se realizaron con los agonistas o

antagonistas en ausencia (Control) y en presencia de U46619 (108 M).

Al finalizar las incubaciones, las muestras se lavaron con PBS a 37°C y
se montaron con medio de montaje ProLong Gold Diamant (ThermoFisher
Scientific). La captura de las imagenes se realizé con un microscopio invertido
de fluorescencia Nikon Eclipse-Ti. Se realizaron 4 - 6 capturas por secciéon de
tejido con una magnificacion de 400X exponiendo las muestras con el filtro de
luz polarizada verde (Excitacién: 535 + 25 nm/Emisién: > 590 nm). Las
imagenes se analizaron con el software NIS-elements Basic Research v3.22
determinando la intensidad de fluorescencia como la relacion del numero de

pixeles por &rea de pared arterial.
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3.4.4. EXPRESION DE mRNA EN AORTA

La determinacion de los niveles de RNA mensajero (mRNA) se realizd
a partir de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR consiste en
la amplificaciébn exponencial de un segmento especifico de DNA actuando
como molde para formar millones de copias del mismo. La particularidad de la
PCR cuantitativa (QPCR) en tiempo real es la posibilidad de monitorizar el
desarrollo de la reaccidon mediante el uso de fluorocromos especificos. Una de
las tecnologias existentes actualmente son los ensayos de expresiéon TagMan®
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific), la cual se basa en el uso de
sondas que reconocen secuencias cortas de DNA del gen de interés. Esta
sonda presenta un fluorocromo unido a un exiremo y un inhibidor de
fluorescencia al otro extremo, donde a medida que avanza la reaccién de
polimerizacion y alcanza la sonda, esta es degradada vy el fluorocromo queda
libre emitiendo fluorescencia. Con cada copia nueva se produce un incremento
proporcional de la intensidad de fluorescencia detectada permitiendo conocer la

cantidad aproximada de DNA de interés que ha sido amplificado.

Los segmentos de aorta utilizados para la extraccién de RNA total
fueron conservados en RNAlater® (Ambion) a -80 °C hasta el dia de la
extraccion. El tejido se disgregd con el sistema MagnalLyser (Roche) usando
tubos con perlas de cerdmica en presencia de 1 mL de TRIzol® Reagent
(ThermoFisher Scientific). Se realizaron 4 ciclos de 20 segundos a 7.000 rpm
con intervalos de 2 min en hielo para reducir la temperatura. Seguidamente el
sobrenadante se hizo pasar varias veces por una aguja de 25G para la
completa disgregacién del tejido. La primera etapa del aislamiento de RNA
consistio en la obtencion de una fase organica con los &cidos nucleicos
mediante el método del fenol-cloroformo. Para ello se adicion6 0,2 volimenes
de cloroformo a la muestra con TRIzol® Reagent y posteriormente se
centrifugd a 12.000 x g durante 15 min a 4 °C. De las 3 fases generadas, se
recupero la fase orgénica superior. Mediante el uso de un kit de purificacién
por minicolumnas (PureLink, Life Technologies) se aislé el RNA total siguiendo

las indicaciones del fabricante. Durante este proceso, se incluyé un paso de
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digestion enzimética con DNasa | (ThermoFisher Scientific). El RNA total se
eluyd de la columna en 30 - 50 pyL de agua libre de RNasas y se congel6 a
-80°C hasta su utilizacion. La cuantificacion del RNA total se realizé6 mediante
un espectrofotobmetro NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific). Una muestra
con una relacion de absorbancias de 260/280 proxima o igual a 2 se

considerd una muestra de elevada pureza en RNA.

Antes de la realizacion de la PCR, se realiz6 la retrotranscripcion del
mRNA a DNA complementario (cDNA) mediante el uso del kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La RT se realizd6 a partir de
100-150ng de RNA total para un volumen de reaccién de 20 pyL y se llevd a
cabo en un termociclador (MasterCycler 5891T13, Eppendorf) programado
con las condiciones de temperatura 6ptimas. Las muestras se conservaron a

4°C hasta su uso.

Las PCR se llevaron a cabo mediante el sistema QuantStudio 5
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific) con soporte para placa de 384
pocillos conectado a un ordenador con el software QuantStudio 1.3 (Applied
Biosystems). Se utilizaron sondas de expresion TagMan® Gene Assay
(Applied Biosystems) para cada uno de los genes de interés (PTGS1:
MmO00478374_m1; PTGS2: Mm00447271_m1; NOS3: MmO00435217_mf1;
GAPDH: MmO03302249_g1) y el Gene Expression Master Mix (Applied

Biosystems) como medio en el que se desarroll6 la reaccidn.

Finalizada la PCR, el software proporcioné para cada pocillo un valor
de ciclo umbral (Ct, del inglés cycle threshold) para cada uno de los genes. El
valor de Ct viene referido al nUmero de ciclo de amplificacion de PCR en el
cual la intensidad de fluorescencia detectada supera al ruido de fondo de la
reaccion. Cada uno de los genes se relativiz6 frente al gen de referencia, en
nuestro caso el GAPDH y se empled el método del 2°°°'. Para el andlisis de

los resultados se utiliz6 el software QuantStudio 1.3 (Thermofisher Scientific).
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3.5. FARMACOS UTILIZADOS

Para la realizacion de los diferentes estudios se utilizaron los

siguientes sustancias:

Clorhidrato de serotonina

Cloruro de acetilcolina
9,11-dideoxi-9a,11a-metano-epoxi-prostaglandina Fzq (U46619)
NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME)

Indometacina

5-(4-clorofenil)-1-(4- metoxifenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazole (SC560)

4-[5-(4-Metilfenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il] bencenosulfonamida

(celecoxib)
4’'-Hidroxi-3’-metoxiacetofenona (Apocinina)
4-Hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-oxil (Tempol)

Acido (42)-7-[(1R,2R,3S,5S)-5-([1,1'-Bifenil]-4-ilmetoxi)-3-hidroxi-2-(1-
piperidinil)ciclopentil]-4-heptenoico (GR32191B)

Nitroprusiato sodico
17B-Estradiol (E2)

Todos los farmacos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Los reactivos

utilizados se disolvieron inicialmente en solucion Krebs-Henseleit excepto el

U46619, la indometacina, el SC560 y el celecoxib que inicialimente se

disolvieron en etanol. El E2 se disolvi6 en DMSO al 50 % en solucién salina

fisiologica (NaCl 0,9 %). Posteriores diluciones se llevaron a cabo en solucién

salina fisiologica para los experimentos de reactividad vascular o en PBS para

el resto de estudios moleculares. Las diluciones de trabajo de cada farmaco se

prepararon el dia del experimento y se mantuvieron en hielo durante todo el

procedimiento.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron como la media + error estandar de
la media (SEM).

Para el analisis comparativo de la esperanza de vida de las cepas de
ratonas SAMR1 y SAMP8 se utiliz6 el test estadistico Log-Rank. Los datos se
expresaron como el porcentaje de animales vivos desde el inicio del estudio a

los 2 meses de edad.

En los experimentos de reactividad vascular las respuestas contractiles
se expresaron como tensidén absoluta (mN) y la vasorrelajacidn se expresa
como el porcentaje de relajacion (%) de la contraccion alcanzada con el
farmaco vasocontrictor. Para cada una de las curvas concentracion-respuesta
se calcul6 el pDz2 (-log de la concentracion requerida para alcanzar el 50% de la
respuesta maxima [ECso]) mediante andlisis de regresion no lineal. El area bajo
la curva (ABC) se calcul6 para cada una de las curvas concentracidn-respuesta
al U46619 y se expres6 en unidades arbitrarias (U.A.). La contribucion de la
NOS y/o de la COX en la contraccién inducida por el U46619 se determind
mediante la diferencia entre el ABC del U46619 en presencia de L-NAME y/o
indometacina, SC560 o celecoxib y el ABC del U46619.

Para determinar las diferencias de las medias entre grupos de la
misma cepa (SAMR1 o SAMP8), ya sea por envejecimiento (3, 6 0 10 meses) o
por cirugia (Sham, Ovx o OvE) se utilizé un test ANOVA de una via seguido de
un test de Bonferroni. Para determinar las diferencias entre grupos de las dos
cepas (SAMR1 vs SAMPS8) con el envejecimiento o cirugia se utilizd un test
ANOVA multivariante seguido de un test de Bonferroni. En todos los casos una
probabilidad menor de 0,05 (p<0,05) se consider6 significativa. El andlisis

estadistico se realiz6 con el software Prism 6 (GraphPad Software Inc.).
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4. RESULTADOS







Resultados

4.1. RATONAS SAM COMO MODELO DE ENVEJECIMIENTO
VASCULAR

4.1.1.CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Para caracterizar el fenotipo senescente se determinaron las curvas de
supervivencia de ratonas SAMR1 y SAMPS8 y los parametros de longevidad

media y maxima para ambas cepas (Figura 6).

Las ratonas SAMP8 mostraron una longevidad media de 12 meses,
calculada a partir de la edad a la que el 50 % de las ratonas permanecian vivas.
Las ratonas SAMR1 mostraron una mayor longevidad media, de 22 meses. En
el caso de la longevidad méaxima, edad maxima alcanzada por el Ultimo
individuo incluido en el estudio, en las ratonas SAMP8 fue de 22 meses

mientras que para las ratonas SAMR1 fue de 38 meses (Figura 6).

4.1.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y PARAMETROS
BIOQUIMICOS

La Tabla 1 recoge las caracteristicas morfolégicas y los parametros
bioquimicos del plasma de las ratonas SAMR1 y SAMP8 a los 3, 6 y 10 meses
de edad. Las ratonas de ambas cepas aumentaron su peso corporal con la
edad, siendo este incremento mayor en las ratonas SAMR1 que en las SAMP8
(Tabla 1). El peso uterino y los niveles plasmaticos de E2, indicadores de la
funcién ovarica, no mostraron variaciones con la edad en ratonas SAMR1 y
SAMPS8, ni tampoco cuando se compararon estos parametros entre ambas
cepas. De la misma forma los valores de glucosa, creatinina y bilirrubina total
tampoco se vieron modificados ni por la cepa, ni por la edad de las ratonas
(Tabla 1).
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Figura 6. Curvas de supervivencia de ratonas SAMR1 y SAMP8. Determinacion
de la longevidad media mediante interpolacién en cada una de las curvas al 50 %
de supervivencia. Determinacion de la longevidad maxima como punto de corte de
las curvas sobre el eje de las ordenadas donde se alcanza el 0 % de supervivencia.
n = 30 ratonas por cepa.
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Tabla 1. Parametros morfoldgicos y bioquimicos de ratonas SAMR1 y SAMP8
de 3, 6 y 10 meses de edad.

SAMR1 SAMP8

Peso corporal (g)

3 meses 23,7 + 0,20 23,2 + 0,30

6 meses 26,7 + 0,60* 24,6 + 0,40™

10 meses 30,7 + 1,00%8 27,4 £ 0,70"#8
Peso utero (g)

3 meses 1,05 + 0,08 1,00 + 0,05

6 meses 1,08 + 0,10 1,00 + 0,07

10 meses 1,12 £ 0,07 1,09 + 0,05
17B-estradiol (ug/mL)

3 meses 0,29 + 0,08 0,33 + 0,60

6 meses 0,27 + 0,07 0,29 + 0,05

10 meses 0,28 + 0,07 0,31 + 0,04
Glucosa (mg/dL)

3 meses 165 + 31 159 + 13

6 meses 170+ 18 173 £ 15

10 meses 185+ 17 197 = 11
Creatinina (mg/dL)

3 meses 0,29 + 0,01 0,29 + 0,02

6 meses 0,27 + 0,02 0,28 + 0,01

10 meses 0,26 + 0,02 0,30 + 0,02
Bilirrubina total (mg/dL)

3 meses 0,10 £ 0,01 0,10 + 0,01

6 meses 0,10 + 0,01 0,11 £ 0,01

10 meses 0,12 + 0,01 0,12 + 0,01

Media + SEM. n=10 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. ratonas SAMR1 de la
misma edad; #p<0,05 vs. ratonas de 3 meses de la misma cepa; $p<0,05 vs. ratonas
de 6 meses de edad de la misma cepa.
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4.1.3. EVOLUCION DE LA PRESION ARTERIAL CON LA EDAD

El estudio de la evolucién de la presion arterial con la edad se
determin6 en el rango de 3 a 10 meses, teniendo en cuenta que la longevidad
media de la cepa SAMPS8 es de 12 meses. Este intervalo comprende todas las
etapas de la vida de las ratonas SAMP8, evitando llegar a edades donde su
supervivencia estuviera comprometida. Los valores medios de PAS y PAD
desde los 3 hasta los 10 meses de edad se muestran en la Tabla 2 y la Figura
7.

En ratonas SAMR1 de 3 meses de edad los valores de PAS y PAD
fueron de 100 = 1 mmHg y 78 + 1 mmHg, respectivamente. Con la edad se
observé un aumento en la PAS a los 9 meses, mientras que en el rango de
edades del estudio la PAD no se modifico. En las ratonas SAMP8, el valor de
PAS a los 3 meses de edad (103 + 2 mmHg) aument6 a los 6 meses y el de

PAD (83 + 2 mmHg) a los 8 meses.

Cuando se compararon los valores de PAS y PAD entre las cepas
SAMR1 y SAMPS8, no se observaron diferencias significativas a los 3 meses.
Estos resultados indican que a edades tempranas las dos cepas son
normotensas y tienen valores de presion arterial similares, por lo que los
cambios observados serian atribuibles al envejecimiento acelerado
caracteristico de la cepa SAMP8. A partir de los 6 meses la PAS fue
significativamente mayor en SAMP8, mientras que el aumento en la PAD se

observo a los 8 meses de edad (p<0,05, Tabla 2 y Figura 7).
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Tabla 2. Valores de presion arterial sistdlica (PAS) y diastdlica (PAD) en ratonas
SAMR1 y SAMPS8 de 3 a 10 meses de edad.

SAMR1 SAMPS8
Edad PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg)
3 meses 100 + 1 78 £ 1 103 +1 83+2
4 meses 103+ 4 79+3 105+3 82 +1
5 meses 105+ 4 79+4 107 =1 84 + 1
6 meses 105 +2 782 112 £ 1*# 85+ 1
7 meses 106 + 2 812 114 £ 1*# 882
8 meses 107 £ 1 83 +1 115 £ 1% 91 + 1
9 meses 108 + 1# 83 +1 118 + 2*# 93 + 2
10 meses 108 + 1# 83 +1 118 + 2*# 95 + 2

Media + SEM. n=10 ratonas por cepa. *p<0,05 vs. grupo SAMR1 de la misma edad,
#p<0,05 vs. 3 meses de edad.
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Figura 7. Evolucion de los valores de presion arterial sistolica (PAS) y diastdlica
(PAD) con la edad en ratonas SAMR1 y SAMP8. Los puntos representan la media
+ SEM. n = 10 ratonas por cepa. *p<0,05 vs. grupo SAMR1 de la misma edad,
#p<0,05 vs. 3 meses de edad.
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4.1.4. ESTUDIO DE REACTIVIDAD VASCULAR

Para continuar con la caracterizacion del modelo de ratonas SAM,
estudiamos la respuesta vascular a diferentes vasoconstrictores y
vasorrelajantes en segmentos adrticos de ambas cepas. Con base en los
estudios previos de longevidad y de presion arterial se decidid realizar este
estudio a las edades de 3, 6 y 10 meses. A los 3 meses, las dos cepas tienen la
misma supervivencia y los mismos valores de PAS y PAD. A los 6 meses de
edad se observan diferencias en los valores de presion arterial: la PAS de las
ratonas SAMP8 aumenta significativamente respecto a las ratonas SAMR1. A
los 10 meses, las ratonas SAMP8 estan cerca de la supervivencia media y
existen diferencias significativas en los valores de PAS y PAD (Tabla 2 y Figura
7).

La solucién despolarizante de KCI indujo una contraccion dependiente
de la concentracién en todos los segmentos adrticos. En aorta de ratonas de 3
meses de edad, el KCI indujo una respuesta similar a la obtenida en ratonas
SAMPS8 en términos de pD2 y efecto maximo (Emax) (Tabla 3 y Figura 8A).
Estos resultados descartan posibles diferencias en la contraccion al KCI
debidas a caracteristicas intrinsecas de las cepas. Sin embargo, a los 6 meses,
las SAMP8 mostraron una mayor contraccion al KCI que las SAMR1, diferencia
que se mantuvo a los 10 meses de edad. Los valores de pD2> al KCI no
mostraron diferencias entre SAMR1 y SAMP8 de la misma edad (Tabla 3 y
Figura 8A).

Por ofra parte, en ratonas SAMR1, las aortas mostraron una
contraccién similar a los 3 y 6 meses de edad y sélo se evidenciaron diferencias
a los 10 meses, cuando aument6 la maxima contraccién y el pD2 al KCI (Tabla 3
y Figura 8A). En ratonas SAMP8 la contraccion al KCI aument6 a los 6 meses
de edad y el incremento fue mayor a los 10 meses. Ademas, a los 10 meses

también aument6 el pD- (Tabla 3).
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El U46619, un agonista de los receptores del TXAgz, indujo
contraccion dependiente de la concentracibn en todos los grupos
estudiados. Esta contraccion fue mayor en aorta de ratonas SAMP8 cuando
se compar6 con la de ratonas SAMR1, mientras que el pD2 aumentd
Unicamente a los 6 y 10 meses (Tabla 3 y Figura 8B). Dentro de la misma
cepa, las aortas de las ratonas SAMP8 registraron un incremento en la
maéaxima contraccion al U46619 a los 6 meses. A los 10 meses se observo
un incremento mayor de la Emax al U46619, aumentando también el pD-.
En el grupo de ratonas SAMR1, s6lo a los 10 meses de edad aumenté

significativamente el pD2 y la Emax (Tabla 3 y Figura 8B).

Tabla 3. Valores de pD:2 y efecto maximo (Emax) en respuesta al KCI (5 - 120
mM) y U46619 (10-2 - 3x10-7 M) en anillos adrticos de ratonas SAMR1 y SAMP8
de 3, 6 y 10 meses de edad.

KClI U46619

pD2 Emax (mN) pD2 Emax (mN)
SAMR1
3 meses 1,48 +0,01 6,08 + 0,16 7,93 + 0,04 12,00 + 0,50
6 meses 1,44 + 0,01 6,25 + 0,25 7,92 + 0,09 12,06 + 0,60
10 meses 1,53 + 0,02# 7,44 £ 0,24% 8,13 + 0,08 13,73 + 0,44#%
SAMP8
3 meses 1,48 0,01 6,37 + 0,21 8,07 + 0,04 14,07 + 0,60*
6 meses 1,45 + 0,02 7,49 + 0,38* 8,24 + 0,03*# 15,50 + 0,51
10 meses 1,52 +£ 0,018 9,00 + 0,234 8,30 + 0,08*# 18,56 + 0,678

Media + SEM. n=10 ratonas por grupo. *p<0,05 vs. grupo SAMR1 de la misma edad;
#p<0,05 vs. ratonas de 3 meses de la misma cepa; $p<0,05 vs. grupo de 6 meses de
la misma cepa.
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Figura 8. Curvas concentracion respuesta (A) al KCI (5 - 120 mM) y (B) al
U46619 (10-° - 3x10-7 M) en anillos adrticos de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de 3, 6
y 10 meses de edad. Los puntos representan la media + SEM. n = 10 ratonas por
grupo de estudio.
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En la respuesta relajante dependiente del endotelio, el efecto del
envejecimiento se estudié mediante la respuesta a la acetilcolina (106 M) en
anillos con y sin endotelio previamente contraidos con serotonina (105 M). En
todos los anillos adrticos con endotelio la acetilcolina indujo relajacién (Figura
9A), mientras que, en anillos desprovistos de endotelio, la acetilcolina no indujo
ningun efecto. Ademas, en segmentos con endotelio incubados con L-NAME
(104 M), la relajacién a la acetilcolina fue inhibida en todos los casos (Figura
9B), indicando que en aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 la relajacion

dependiente de endotelio inducida por la acetilcolina estd mediada por el NO.

El efecto del envejecimiento en la respuesta de la acetilcolina se
estudié en ratonas SAMR1 y SAMPS8. A los 3 meses de edad las aortas de
ratonas SAMR1 y SAMP8 no mostraron diferencias significativas en la
respuesta vasorrelajante, lo que descarta la posibilidad de que el efecto se
debiera a caracteristicas propias de la cepa. Sin embargo, a los 6 y a los 10
meses disminuyd significativamente la respuesta relajante y el pD2 a la
acetilcolina en aortas SAMP8. En el caso de las ratonas SAMR1 no mostraron
una pérdida significativa de la relajacion a la acetilcolina hasta los 10 meses de
edad, mientras que en SAMP8 la relajacion fue menor a los 6 meses,

disminucién que se mantuvo a los 10 meses (Tabla 4 y Figura 10).

La evolucién temporal de la respuesta al nitroprusiato sodico (3x10° M)
se estudié en anillos abrticos de ratonas SAMR1 y SAMPS8. El nitroprusiato
sodico indujo una relajacion independiente de la presencia de endotelio (Figura
11A) en todos los grupos de estudio. El pD2 y el efecto maximo al nitroprusiato
sodico no se alteraron por el envejecimiento ni por la cepa utilizada (Figura
11B).
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Figura 9. Relajacion a la acetilcolina (106 M) en anillos arteriales de ratonas
SAMR1 y SAMPS8 de 3, 6 y 10 meses de edad (A) en presencia (+ Endo) y en
ausencia (- Endo) de endotelio y (B) en anillos con endotelio en ausencia
(Control) y en presencia de L-NAME (10-4 M). Las barras representan la media +
SEM. n = 10 ratonas por grupo de estudio. 2p<0,05 vs, segmentos con endotelio;
bp<0,05 vs. segmentos control.
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Tabla 4. Valores de pD2 y contraccion maxima (Emax) de las curvas
concentracion-respuesta a la acetilcolina (10-° - 10-5 M) en anillos adrticos de
ratonas SAMR1 y SAMPS8 de 3, 6 y 10 meses de edad.

SAMR1 SAMPS
Edad pD:2 Emax (%) pD2 Emax (%)
3 meses 7,80 = 0,09 92+3 7,81 + 0,07 91+3
6 meses 7,96 + 0,09 85+4 7,57 + 0,08# 72 + 4%
10 meses 7,16 + 0,08# 76 + 4#8 7,01 £ 0,09%8 64 + 4*#§

Media + SEM. n = 10 ratonas por cepa. *p<0.05 vs. ratonas SAMR1 del mismo
grupo de edad; *p<0,05 vs ratonas de 3 meses de la misma cepa; $p<0,05 vs.
ratonas de 6 meses de edad de la misma cepa.
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Figura 10. Curvas concentracion respuesta a la acetilcolina (10-° a 10-5 M) en
anillos aorticos de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de 3, 6 y 10 meses precontraidos
con serotonina (10-5 M). Cada punto representa la media + SEM. n=10 ratonas por
grupo de estudio.
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Figura 11. (A) Relajacion en respuesta al nitroprusiato sédico (3x10-° M) y (B)
Curvas concentracion-respuesta al nitroprusiato sdédico (10-11 a 3x10-7 M) en
anillos aodrticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 de 3, 6 y 10 meses de edad
precontraidos con serotonina (10-5 M). Las barras y los puntos representan la
media + SEM. n = 10 ratonas por grupo de estudio.
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Estos resultados forman parte de la caracterizacion vascular del
modelo de ratonas SAM e indican que mantienen un patrén de envejecimiento
que se refleja en la funcidén cardiovascular, con un aumento de la PAS y PAD,
una reduccion en la relajacion dependiente del endotelio y un incremento de la
contraccion dependiente e independiente de la activacion de receptor. Los
resultados obtenidos concuerdan con las alteraciones vasculares asociadas a
la edad descritas previamente en humanos (Taddei y cols., 1995; Davidge y
cols., 1996; Barnes y cols., 2014). Por ello, nuestros resultados confirman la
utilidad de este modelo murino para el estudio de las alteraciones vasculares
asociadas al envejecimiento. Por otro lado, estas ratonas mantienen sus niveles
de estrdégenos a lo largo del periodo de tiempo estudiado y, aunque se puede
considerar un modelo de envejecimiento vascular, no seria apropiado para
estudiar los efectos vasculares después de la menopausia, donde ademas del
envejecimiento se produce una disminucién de los niveles de estrégenos
circulantes. Por ello, se realizaron experimentos en los que se someti6d a las
ratonas SAMR1 y SAMPS a la extirpacion quirargica de los ovarios para reducir
los niveles de estrogenos y poder estudiar los efectos vasculares de la

menopausia.
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4.2. CARACTERIZACION DEL MODELO MURINO DE
MENOPAUSIA EXPERIMENTAL Y ENVEJECIMIENTO
VASCULAR

4.2.1. PARAMETROS MORFOMETRICOS Y BIOQUIMICOS

Para determinar la eficacia de la ovariectomia (Ovx) y del tratamiento
con estrégenos (OvE), se registrd el peso uterino y los niveles de E2

circulantes, asi como el peso corporal (Figura 12).

Con la ovariectomia, las ratonas mostraron una reduccion significativa
del peso uterino y de los niveles plasméticos de E2 (Figura 12), demostrandose
la eficacia del proceso quirtrgico. En cambio, el tratamiento con E2 previno la
pérdida de masa uterina en las ratonas ovariectomizadas (Figura 12A), asi
como el mantenimiento de los niveles de E2 plasmaticos, que fueron similares a

los presentes en las ratonas Sham (Figura 12B).

En cuanto al peso corporal, las ratonas SAMP8 registraron un peso
significativamente inferior al de las ratonas SAMR1 en todos los grupos de
estudio (Figura 12B). Las ratonas SAMR1 mostraron un incremento significativo
del peso corporal con la ovariectomia. Este incremento del peso no se produjo
en aquellas ratonas ovariectomizadas que fueron tratadas con E2. En cambio,
en ratonas SAMP8 ni la ovariectomia ni el tratamiento con E2 modificd el peso

corporal (Figura 12B).

Las concentraciones plasmaticas de glucosa, creatinina y bilirrubina no
se modificaron entre cepas ni entre los distintos grupos de estudio (Tabla 5).
Estos resultados sugieren la ausencia de alteraciones metabdlicas, renales o

hepéticas en todos los grupos.
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Tabla 5. Parametros bioquimicos analizados en plasma de ratonas SAMR1 y
SAMP8 sometidas a intervencion quirirgica simulada (Sham, control) a la

extirpacion de los ovarios (Ovariectomia, Ovx) y ovariectomizadas tratadas con

E2 (OvE).
SAMR1 SAMPS8
Glucosa (mg/dL)
Sham 162 + 15 169 + 13
Ovx 177 £ 08 164 =10
OvE 175 + 11 161 + 06
Creatinina (mg/dL)
Sham 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01
Ovx 0,30 = 0,02 0,29 + 0,03
OvE 0,30 = 0,01 0,27 + 0,02
Bilirrubina total (mg/dL)
Sham 0,10 + 0,01 0,10 + 0,01
Ovx 0,12 + 0,02 0,10 + 0,01
OvE 0,12 + 0,02 0,10 + 0,01

Media + SEM. n=25 por grupo de estudio.
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Figura 12. (A) Fotografia representativa del tutero de ratonas SAMR1 y SAMP8
sometidas a intervencién quirirgica simulada (Sham), a la extirpacion de los
ovarios (Ovariectomia, Ovx) y ovariectomizadas tratadas con E2 (OvE) y (B)
peso uterino (g), niveles plasmaticos de E2 (pg/mL) y peso corporal (g) de las
ratonas de cada grupo de estudio. Las barras representan la media + SEM. n = 25
ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. ratonas SAMR1 con la misma intervencion
quirdrgica. *p<0,05 vs. ratonas del grupo Sham de la misma cepa, $p<0,05 vs.
ratonas del grupo Ovx de la misma cepa.
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4.2.2. ESTUDIO HISTOLOGICO DE LA PARED ARTERIAL

Para analizar el efecto de la ovariectomia y el tratamiento con E2 sobre
la organizacién de la pared arterial, se realizaron estudios histol6gicos para
determinar el grosor de la aorta utilizando una tincion hematoxilina-eosina
(Figura 13).

El andlisis de las secciones arteriales no mostrd un efecto significativo
de la ovariectomia ni del tratamiento con estrégenos sobre el grosor de la pared
aértica tanto en ratonas SAMR1 como SAMP8. De la misma forma, tampoco se
observaron diferencias en el grosor al comparar las ratonas SAMR1 y SAMP8
con la misma cirugia. Estos resultados sugieren que los posibles cambios en la
respuesta contractil o relajante de la aorta de ratonas SAM no pueden atribuirse
a cambios en la morfologia y cantidad de capas de células musculares, sino
que estarian probablemente relacionados con cambios funcionales que

afectarian a la pared vascular.

4.2.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA OVARIECTOMIA Y EL
TRATAMIENTO CON E2 SOBRE LA REACTIVIDAD
VASCULAR

Para evaluar el efecto conjunto del envejecimiento y la pérdida de
estrégenos sobre la capacidad funcional de la aorta, se realizaron estudios de
reactividad vascular en anillos aérticos de ratonas SAMR1 y SAMP8. En un
grupo las ratonas fueron ovariectomizadas (grupo Ovx) y los resultados se
compararon con el grupo de ratonas con cirugia simulada (grupo Sham). A su
vez, el papel del E2 sobre la regulacién de la funcion vascular se estudié en

ratonas ovariectomizadas a las que se les administré E2 (grupos OVE).
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Figura 13. (A) Microfotografias representativas (400X) de la organizacion
estructural de la pared aodrtica y (B) cuantificacion del grosor de la aorta
abdominal de ratonas SAMR1 y SAMP8 sometidas a intervencion quirargica
simulada (Sham) a la extirpacion de los ovarios (Ovariectomia, Ovx) y
ovariectomizadas tratadas con E2 (OvE). Cada barra representa la media + SEM.
n = 8 aortas por grupo de estudio.
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4.2.3.1. Respuesta al KCl y al U46619

Se analiz6 la respuesta contractil a la despolarizacién de los anillos
arteriales con KClI (5 - 120 mM) de cada uno de los grupos de estudio (Tabla 6 y
Figura 14A). Los anillos arteriales de ratonas SAMP8 mostraron una mayor
contraccion que los de ratonas SAMR1 con independencia de la cirugia
realizada. La contracciébn en ratonas SAMR1 no se modificd ni por la
ovariectomia ni con el tratamiento con E2. En cambio, en las ratonas SAMPS8 la
ovariectomia increment6 la capacidad contractil y el tratamiento con E2 revirtié
el efecto de la ovariectomia (Tabla 6 y Figura 14A). En ningun grupo de estudio

se observaron cambios en el pD2 al KCI (Tabla 6).

Se realizaron curvas concentracion respuesta al U46619 (109 - 3x107
M) para cada uno de los grupos de estudio en ratonas SAMR1 y SAMPS8 (Tabla
6 y Figura 14B). Al comparar ambos grupos Sham, Ovx u OvVE, las aortas de

ratonas SAMP8 mostraron una pD2 y una contraccion mayor que las SAMR1.

En ratonas SAMR1 ni la ovariectomia ni el tratamiento con E2 modificaron
la contraccidbn maxima ni el pD2 de las curvas al U46619. En cambio, en ratonas
SAMPS8 la ovariectomia incrementd la contraccion maxima al U46619 que fue
revertida por el tratamiento con E2 (Tabla 6 y Figura 14B). Estos resultados indican
que la contraccién al TXAz, aumenta con el envejecimiento y se potencia con falta

de estrégenos.
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Tabla 6. Valores de pD:2 y contraccion maxima (Emax) de las curvas
concentracion-respuesta al KCI (5 - 120 mM) y al U46619 (10-° - 3x10-7 M) en
anillos aorticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 sometidas a intervencion
quirdrgica simulada (Sham, control), a la extirpacion de los ovarios
(ovariectomia, Ovx) y ovariectomizadas y tratadas con E2 (OvE).

KCI U46619
pD2 Emax (mN) pD2 Emax (mN)
SAMR1
Sham 1,31 £ 0,08 5,43 + 0,16 7,77 0,10 13,63 + 0,59
Ovx 1,35+ 0,06 5,83 + 0,24 7,82 £ 0,06 13,53 + 0,59
OvE 1,24 £ 0,09 5,74 + 0,28 7,82 £ 0,04 13,34 + 0,49
SAMP8
Sham 1,21 £ 0,07 7,39 + 0,25* 8,12 + 0,05* 15,89 + 0,59*
Ovx 1,39 £ 0,08 9,39 + 0,39*# 8,10 + 0,03* 18,83 + 0,39*
OvE 1,27 = 0,07 7,65 + 0,30%§ 8,11 + 0,08" 15,79 + 0,39%§

Media + SEM. n=14 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. ratonas SAMR1 con el
mismo tratamiento; #p<0,05 vs ratonas Sham de la misma cepa; $p<0,05 vs. ratonas Ovx

de la misma cepa.
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Figura 14. Curvas concentracion respuesta (A) al KCI (5 - 120 mM) y (B) al
U46619 (109 - 3x107 M) en anillos adrticos de ratonas SAMR1 y SAMP8
sometidas a intervencion quirargica simulada (Sham), a la extirpacion de los
ovarios (ovariectomia, Ovx) y ovariectomizadas y tratadas con E2 (OvE). Los
puntos representan la media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio.
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4.2.3.2. Respuesta a la acetilcolina

El efecto de la ovariectomia y el tratamiento con E2 sobre la
relajaciobn dependiente de endotelio se estudi® en anillos arteriales
previamente contraidos con serotonina (105 M) a los que se les administrd

acetilcolina (10° - 105 M).

La relajacion maxima a la acetilcolina fue similar en los grupos
Sham de ambas cepas, disminuy6é el pD2 en el grupo Sham SAMPS.
Cuando se compararon los grupos de ratonas ovariectomizadas, en la cepa
SAMP8 disminuyd tanto la relajacion maxima como el pD2. El tratamiento
con E2 revirti6 el efecto de la ovariectomia, pero no el debido al

envejecimiento (Tabla 7 y Figura 15).

Por otra parte, cuando se compararon los efectos de la acetilcolina
en aortas de ratonas SAMR1, ni la ovariectomia ni el tratamiento con E2
modificaron la relajacion a la acetilcolina. En cambio, en las ratonas SAMP8
la ovariectomia disminuy0 significativamente la relajacion méaxima y el pDz,
mientras que el tratamiento con E2 revirtid los efectos de la ovariectomia

pero no del envejecimiento (Tabla 7 y Figura 15).
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Tabla 7. Valores de pD: y relajacion maxima (Emax) de las curvas
concentracion-respuesta a la acetilcolina en anillos aérticos de ratonas
SAMR1 y SAMP8 sometidas a intervencidon quirdrgica simulada (Sham), a la
extirpacion de los ovarios (ovariectomia, Ovx) y ovariectomizadas y tratadas
con E2 (OvE).

SAMR1 SAMPS8
pD:2 Emax (%) pD:2 Emax (%)
Sham 8,31 £ 0,13 97 £2 7,91 +0,12* 94 +3
Ovx 8,12 + 0,09 99 +1 7,30 + 0,10*# 84 + 4*#
OvVE 8,17 £ 0,10 97 £1 7,73 £ 0,068 96 + 4§

Media + SEM. n=14 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. grupo SAMR1 con el
mismo tratamiento, *p<0,05 vs. grupo Sham de la misma cepa y $p<0,05 vs. grupo
Ovx de la misma cepa.
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Figura 15. Curvas concentracion respuesta a la acetilcolina (10-° a 10-5 M) de
anillos aoérticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 sometidas a intervencion
quirdrgica simulada (Sham), a la extirpacion de los ovarios (Ovariectomia, Ovx)
y ovariectomizadas y tratadas con E2 (OvE). Los puntos representan la media +
SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio.
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4.3. PAPEL DE LA NOS Y LA COX EN LA CONTRACCION AL
U46619

Segun lo observado hasta el momento, el envejecimiento asociado
a la falta de estrégenos incrementa la contraccién al TXAz. Para evaluar la
participacion del NO y de las sustancias derivadas de la COX se incubé con
L-NAME (104 M) e indometacina (105 M), respectivamente.

4.3.1. INHIBICION DE LA NOS EN LA CONTRACCION AL U46619

El L-NAME indujo un incremento significativo de la respuesta
maxima al U46619 en anillos arteriales de los grupos Sham (Tabla 8 y
Figura 16A). En el grupo Sham SAMR1 el L-NAME aumenté6 el pD2, efecto
qgue no se observd en el grupo Sham SAMP8. En cambio, en los anillos
arteriales de los grupos Ovx el L-NAME no modificé ni la contraccidon
maxima ni el pD2 (Tabla 8). Estos resultados sugieren la participacion del
NO dependiente de hormonas ovaricas en la contraccién al TXAz. En anillos
arteriales de ratonas OvE el L-NAME incrementd significativamente la
respuesta maxima al U46619, aunque este aumento fue menor en las
SAMP8 (Tabla 8 y Figura 16A). Estos resultados sugieren que el E2
aumenta la biodisponibilidad del NO en respuesta al estimulo de los

receptores del TXA:.

Para una mejor valoracion de la contribucién del NO en la respuesta
al U46619, se determiné la diferencia del area bajo la curva (AABC) de las
curvas concentracion respuesta al U46619 en presencia y ausencia de L-
NAME (Figura 16B). Estos resultados corroboran la participacion del NO en
respuesta al U46619 en ratonas Sham y OvE, si bien en las SAMP8 esta
participacidbn es menor, efecto probablemente debido a la senescencia

acelerada de la cepa (Tabla 8 y Figura 16A).
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Tabla 8. Valores de pD2 y contraccién maxima (Emax) al U46619 en anillos
adrticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los diferentes grupos de estudio
(Sham, Ovx, y OvE), en ausencia (Control) y en presencia de L-NAME (104 M),
indometacina (10-5 M) o L-NAME mas indometacina.

Indometacina

SAMR1 SAMPS8

pD2 Emax (mN) pD2 Emax (mN)
Sham
Control 7.77 010 1363+059 |812+005° 1589+ 0,59*
L-NAME 8210062  16,63+059 | 825+ 0,04 18,14 + 0,508
Indometacina | 7,61 + 0,09 11,06 +069 |772+008 1569088
L-NAME + 7.70 = 0,06 1412+029 |810+x006° 14,61 +0,39
Indometacina
Ovx
Control 7,82 + 0,06 1353059 |810+003 18,83 +0,39%
L-NAME 7,92 + 0,07 13,63+0,59 | 815+ 0,06 18,86 + 0,59
Indometacina | 7,40 + 0,068  1079+0,592 | 7,67 +0,06a 14,71 + 0,692
L-NAME = 7702009  13,63+049 |806+012> 1814 +0,78b
Indometacina
OvE
Control 7,82 +0,04 13,34 +0,49 |811+004* 15,79 +0,39°
L-NAME 8,06+008  17,26+088 | 817 +0,07 18,04 + 0,692
Indometacina 7,71 + 0,06 12,06 + 0,69 7,73 + 0,042 16,18 + 0,69
L-NAME + 7,75+ 0,06 1324+059 |804+007°0 1520 +0,39

Media + SEM. n=8 ratonas por grupo de estudio. *p< 0,05 vs. grupo SAMR1 con el
mismo tratamiento y cirugia, *p< 0,05 vs. grupo Sham de la misma cepa y
tratamiento; $p<0,05 vs. grupo Ovx de la misma cepa y tratamiento; ap< 0,05 vs.
Control de la misma cepa y cirugia; bp< 0,05 vs tratados con indometacina de la
misma cepa y cirugia.
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Figura 16. (A) Curvas concentracion respuesta y (B) diferencia del area bajo la
curva (AABC) al U46619, en anillos aérticos de ratonas SAMR1 y SAMPS de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvVE), en ausencia (Control) y
presencia de L-NAME (104 M). Los puntos y las barras representan la media +
SEM. n=8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. SAMRT1 con la misma cirugia.
#p<0.05 vs. grupo Sham de la misma cepa. $p<0,05 vs. grupo Ovx de la misma cepa.
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4.3.2. INHIBICION DE LA COX EN LA CONTRACCION AL
U46619

La indometacina (10-5 M), un inhibidor inespecifico de la COX, no
modificé significativamente la contraccion al U46619 en aorta de ratonas
Sham SAMR1. Sin embargo, en las ratonas Sham SAMP8 disminuyé el pD2
sin modificar la maxima contraccién (Tabla 8 y Figura 17A), lo que sugiriere
una participacion de sustancias contractiles derivadas de la COX en la
respuesta al U46619 asociada al envejecimiento. En los grupos Ovx la
indometacina disminuy6 el pD2 y Emax en las ratonas SAMR1 y SAMP8
(Tabla 8 y Figura 17A). En ratonas ovariectomizadas y tratadas con E2
(OvE) la indometacina no modificé la contraccién al U46619 en SAMR1 y
disminuy6 el pD2 en SAMP8 (Tabla 8 y Figura 17A). Estos resultados
indican que en la contracciébn al TXA2 ademas del envejecimiento, la
ausencia de estrogenos también incrementaria la liberacién de sustancias

vasoconstrictoras derivadas de la COX.

Mediante el analisis del ABC en ausencia y en presencia de
indometacina se observé un incremento en la participacion de las
sustancias contractiles derivadas de la COX en las ratonas SAMPS,
incremento que podria estar asociado a la senescencia acelerada
caracteristica de estas ratonas. Esta participacion aumenté en las ratonas
ovariectomizadas, especialmente en las SAMP8 donde converge el
envejecimiento y la falta de estr6genos. El tratamiento con E2 revirtié el

efecto de la ovariectomia (Figura 17B).
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Figura 17. (A) Curvas concentracion respuesta y (B) diferencia del area bajo la
curva (AABC) al U46619, en anillos a6rticos de ratonas SAMR1 y SAMPS de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvVE), en ausencia (Control) y
presencia de indometacina (10-5> M). Los puntos y las barras representan la media
+ SEM. n= 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. SAMR1 con la misma
cirugia. *p<0,05 vs. grupo Sham de la misma cepa. $p<0,05 vs. grupo Ovx de la
misma cepa.
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4.3.3. INHIBICION CONJUNTA DE LA NOS Y LA COX EN LA
CONTRACCION AL U46619

El estudio de la participacién conjunta de la NOS y la COX durante
el envejecimiento y la menopausia se realiz6 mediante la incubacion
simultanea con L-NAME (104 M) e indometacina (105 M) previa a la

realizacion de las curvas concentracion-respuesta al U46619.

En todos los grupos de ratonas estudiados, la incubacion con L-
NAME e indometacina no modifico el pD2 ni el Emax de las curvas
contraccion respuesta al U46619 con respecto a sus correspondientes
curvas control (Tabla 8 y Figura 18A). El analisis del ABC en ausencia y en
presencia de L-NAME e indometacina tampoco mostré diferencias

significativas entre los grupos de estudio (Figura 18B).

En conjunto, los resultados mostrados sugieren que el NO parece
contrarrestar a los mediadores contractiles derivados de la COX en aorta de
los grupos Sham y OvE. Sin embargo, en ratonas ovariectomizadas la
participacion del NO sélo se pone de manifiesto en presencia de
indometacina, sugiriendo que la ausencia de estrdgenos induce la formacion
de sustancias derivadas de las COX que reducirian la biodisponibilidad del
NO.
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Figura 18. (A) Curvas concentracion respuesta y (B) diferencia del area bajo la
curva (AABC) al U46619, en anillos aérticos de ratonas SAMR1 y SAMPS de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvVE), en ausencia (Control) y
presencia de L-NAME (104 M) e indometacina (10-5 M). Los puntos y las barras
representan la media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio.
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4.3.4. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO Y MENOPAUSIA
EXPERIMENTAL EN LA PRODUCCION DE ANIONES
SUPEROXIDO

El envejecimiento se asocia a un incremento en los niveles de
moléculas oxidativas frente a aquellas que poseen un caracter antioxidante.

Una de las especies reactivas de oxigeno con mas relevancia a nivel
vascular es el anion superéxido (O2). Por ello se determinaron los efectos
del envejecimiento y/o la falta de estrégenos sobre los niveles de Oz en
secciones aoérticas de ratonas SAMR1 y SAMPS8 tratadas con DHE, que

emite fluorescencia tras reaccionar con Oz'.

En aortas de ratonas SAMR1 las diferentes cirugias no modificaron
los niveles basales de Oz2". En ratonas SAMP8 la ovariectomia aumenté los
niveles basales de Oz, incremento que fue revertido con el tratamiento con
E2. Cuando se compararon las dos cepas con la misma cirugia, se observo

un incremento basal de Oz en ratonas SAMPS8 (Figura 19).

La incubacién con U46619 (108 M) incrementd los niveles de O2" en
todos los grupos de estudio, siendo este incremento mayor en las ratonas

SAMPS8. La ovariectomia potenci6 el efecto del U46619 sobre los niveles de

O2 . En ambas cepas de ratonas ovariectomizadas, el tratamiento con E2

disminuy6 los niveles de Oz a niveles similares a los obtenidos en ratonas

Sham (Figura 19).
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SAMR1

Sham Ovx OvVE

Figura 19A. Imagenes representativas de los niveles de anion superéxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE) en ausencia (Control) y presencia de
U46619 (10-8 M).
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Figura 19B. Cuantificacion de los niveles de anidon superéxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OVE) en ausencia (Control) y presencia de U46619 (10-8
M). Las barras representan la media + SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1
Sham (Control). n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma
cepa y cirugia; *p<0,05 vs. SAMR1 Control con la misma cirugia; $p<0,05 vs. SAMR1
U46619 con la misma cirugia; 2p<0,05 vs. grupo Sham de la misma cepa y
tratamiento; bp<0,05 vs. grupo Ovx de la misma cepa y tratamiento.
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A continuacion, se disefaron una serie de experimentos para
corroborar que el incremento de fluorescencia de las muestras estaba
mediado por el O2" y para determinar el origen del mismo. Para ello, se
utilizé tempol, un mimético de la superoxido dismutasa que elimina el de Oz’
GR32191B, un antagonista del receptor TP; apocinina, un inhibidor de la
NAPDH oxidasa (NOX) e indometacina, como inhibidor de la COX. Para una
mejor comprension de los resultados, las imagenes que se muestran en las
Figuras son las representativas de la respuesta al U46619 en ausencia y en
presencia de los inhibidores. No obstante, en las gréficas de cuantificacién
de intensidad de la fluorescencia se muestran ademas los resultados de las
secciones arteriales control (no tratadas con U46619) en ausencia y en

presencia de estos inhibidores.

La incubacién con tempol (10-3 M) redujo significativamente la sefial

a la HE, lo que indica que los niveles basales de fluorescencia eran debidos
al O2" (Figura 20A). En presencia de tempol, el U46619 (10-8 M) no modificd
los niveles de fluorescencia en ningun grupo experimental, lo que confirma

que el U46619 incrementa los niveles de Oz (Figura 20B).

Por otra parte, la incubacion con el antagonista del receptor TP
GR32191B (107 M), no modificd los niveles basales de O2" en ninguno de
los grupos estudiados, pero inhibi6é el incremento de Oz causado por el

U46619 (Figura 21). Estos resultados indican que el incremento de Oz se

produce a través de la activaciéon de su receptor TP.

Los niveles basales de Oz no se modificaron con la incubacion
previa con apocinina (3x10-3 M) en ningun grupo de estudio (Figura 22B). En
secciones de aorta de ratonas SAMR1, la apocinina no modifico los niveles
de Oz inducidos por el U46619 (Figura 22). Sin embargo, en las ratonas
SAMPS8 la apocinina inhibié aproximadamente un 20 % la produccién de Oz’

inducido por el U46619 en las ratonas Sham, inhibicidén que se mantuvo en

las ratonas ovariectomizadas. El tratamiento con E2 elimind la participacion
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de la NOX en la produccion de Oz inducido por el U46619 (Figura 22).
Estos resultados indican que ademas de la NOX hay otras fuentes de Oz".
Por tanto, se estudio la posible participacion de la COX.

La incubacion con indometacina (105 M) no modificé los niveles
basales de O2 en ningun grupo de estudio (Figura 23), pero inhibié el
incremento de O2" inducido por el U46619. Estos resultados sugieren que la
COX no participa en la produccién basal de Oz, aunque seria responsable

del incremento de los niveles de Oz inducido por el U46619 y de sus

variaciones por el envejecimiento y la pérdida de estrogenos.
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Figura 20A. Imagenes representativas de la produccion de anion superéxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE) tratadas con U46619 (10-8 M) en ausencia
y en presencia de tempol (10-3 M).
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Figura 20B. Cuantificacion de los niveles de anién superdxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OvVE), sin tratar (Control), tratadas con U46619 (10-8 M) en
ausencia y en presencia de tempol (10-3 M). Las barras representan la media +
SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1 Sham (Control). n = 8 ratonas por grupo de
estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma cepa y cirugia; *p<0,05 vs. tratadas con
U46619 de la misma cepa y cirugia.
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Figura 21A. Imagenes representativas de la produccion de anién superéxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE) tratadas con U46619 (10-8 M) en ausencia
y en presencia de GR32191B (10-7 M).
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Figura 21B. Cuantificacion de los niveles de anidon superéxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OvE), sin tratar (Control), tratadas con U46619 (10-8 M) en
ausencia y en presencia de GR32191B (10-7 M). Las barras representan la media
+ SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1 Sham (Control). n = 8 ratonas por grupo
de estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma cepa y cirugia; #*p<0,05 vs. tratadas con
U46619 de la misma cepa y cirugia.
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Figura 22A. Imagenes representativas de la produccion de anién superéxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE) tratadas con U46619 (10-8 M) en ausencia
y en presencia de apocinina (3x10-3 M).
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Figura 22B. Cuantificacion de los niveles de anidon superéxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OvE), sin tratar (Control), tratadas con U46619 (10-8 M) en
ausencia y en presencia de apocinina (3x10-3 M). Las barras representan la media
+ SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1 Sham (Control). n = 8 ratonas por grupo
de estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma cepa y cirugia; #*p<0,05 vs. tratadas con
U46619 de la misma cepa y cirugia; $p<0,05 vs. tratadas con apocinina de la misma

cepa y cirugia.
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Figura 23A. Imagenes representativas de la produccion de anion superéxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE) tratadas con U46619 (10-8 M) en ausencia

y en presencia de indometacina (10-5 M).
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Figura 23B. Cuantificacion de los niveles de anién superéxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OvVE), sin tratar (Control), tratadas con U46619 (108 M) en
ausencia y en presencia de indometacina (105 M). Las barras representan la
media + SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1 Sham (Control). n = 8 ratonas por
grupo de estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma cepa y cirugia; #p<0,05 vs.
tratadas con U46619 de la misma cepa y cirugia.
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4.4. CONTRIBUCION DE LAS ISOFORMAS DE LA COX A LA
RESPUESTA VASCULAR AL U46619

Una vez comprobada la implicacion de la COX en la respuesta
vascular al TXAz y su alteracion con el envejecimiento y falta de estrégenos,
el siguiente objetivo fue determinar la implicacion de la COX-1 y COX-2.

Para cada una de ellas, se analiz6 su participacion en la respuesta al

U46619, su interacciéon con el NO y con la produccién de Oz

4.4.1. PAPEL DE LA COX-1 EN LA CONTRACCION AL U46619 Y
LA BIODISPONIBILIDAD DEL NO

El inhibidor de la COX-1, SC560 (107 M), no modificé la contraccién
al U46619 en ningun grupo (Tabla 9 y Figura 24A). De la misma forma, no
modificé la diferencia entre las areas bajo la curva (ABC) en presencia de
SC560 (Figura 24B).

La participacion de la COX-1 en la modulacion del NO en respuesta
al U46619 se comprobé mediante la incubacién conjunta de ambos
inhibidores, SC560 y L-NAME. Tanto en ratonas SAMR1 como en SAMPS,
la inhibicion conjunta de COX-1 y NOS, aument6 la maxima contraccion y el
pD2 al U46619 (Tabla 9). En los grupos Sham y OvE, este efecto fue similar
al observado s6lo en presencia de L-NAME (Figura 16). Sin embargo, en
ratonas ovariectomizadas donde el L-NAME y SC560 por separado (Figura
16 y 24, respectivamente) no modificaron la contraccién al U46619, la
presencia de los dos inhibidores si increment6 el Emax, lo que deja al
descubierto la interaccién entre COX-1 y NOS (Tabla 9 y Figura 25A). Sin
embargo, la inhibicibn de ambos enzimas no revirti6 los efectos del
envejecimiento sobre la contracciébn al U46619, al mantenerse las
diferencias en el ABC entre SAMR1 y SAMP8 con las diferentes cirugias
(Figura 25B).
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Tabla 9. Valores de pD2 y contraccién maxima (Emax) al U46619 en anillos
adrticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los diferentes grupos de estudio
(Sham, Ovx, y OvE), en ausencia (Control) y en presencia de L-NAME (104 M),
SC560 (10-7 M) o L-NAME mas SC560.

SAMR1 SAMP8

pD2 Emax (mN) pD2 Emax (mN)
Sham
Control 7,78 £ 0,12 13,08 + 0,86 8,20 + 0,09* 15,89 + 0,65
L-NAME 8,22 + 0,102 15,90 + 0,552 8,40 + 0,06 18,16 + 0,442
SC560 7,67 + 0,07 12,65 + 0,36 8,16 + 0,08 16,55 + 0,67
L-NAME + b b b b
SC560 8,14 + 0,084 16,47 + 0,909 8,43 + 0,05 19,10 £ 0,214
Ovx
Control 7,83 + 0,08 13,32 £ 0,61 8,18 + 0,05* 18,90 + 0,53*#
L-NAME 8,13+ 0,10 13,69 + 0,68 8,32 + 0,08 19,30 + 0,86
SC560 7,72 + 0,10 13,00 + 0,73 8,18 + 0,06 19,10 + 0,75
;_(’:\ISAél\gE * 8,16 + 0,062 16,60 + 0,472cc | 8,30 + 0,12 20,11 £ 0,76P
OvVE
Control 7,82 + 0,04 13,31 £ 0,68 8,16 + 0,08* 16,05 + 0,45*8
L-NAME 8,09 + 0,052 17,90 + 0,992 8,30 + 0,09 18,34 + 0,382
SC560 7,68 + 0,08 14,51 £ 0,71 8,15 + 0,082 15,80 £ 0,75
;_(’:\ISAél\gE * 8,09 + 0,072 17,69 = 0,81ab 8,20 + 0,11 18,24 + 0,603

Media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p< 0,05 vs. grupo SAMR1 con el
mismo tratamiento y cirugia, *p< 0,05 vs. grupo Sham de la misma cepa y tratamiento;
$p<0,05 vs. grupo Ovx de la misma cepa y tratamiento; ap< 0,05 vs. Control de la misma
cepa y cirugia; bp< 0,05 vs tratados con SC560 de la misma cepa y cirugia.
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Figura 24. (A) Curvas concentracion respuesta y (B) diferencia del area bajo la
curva (AABC) al U46619, en anillos adrticos de ratonas SAMR1 y SAMPS de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvVE), en ausencia (Control) y
presencia de SC560 (10-7 M). Los puntos y las barras representan la media + SEM.
n = 8 ratonas por grupo de estudio.
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Figura 25. (A) Curvas concentracion respuesta y (B) diferencia del area bajo la
curva (AABC) al U46619, en anillos adrticos de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE), en ausencia (Control) y
presencia de SC560 (107 M) y L-NAME (104M). Los puntos y las barras
representan la media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs.
SAMR1 con la misma cirugia.
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4.4.2. PAPEL DE LA COX-2 EN LA CONTRACCION AL U46619 Y
LA BIODISPONIBILIDAD DEL NO

La inhibicion de la COX-2 con celecoxib (105 M) disminuy6 la
respuesta contractil al U46619 en todos los grupos de estudio (Tabla 10 y
Figura 26A). El ABC en presencia y en ausencia del celecoxib, indica una
participacion de sustancias derivadas de la COX-2 mayor en ratonas
SAMP8. En estas ratonas, la ovariectomia aument6 la participacion de
dichas sustancias, incremento que fue revertido por el tratamiento con E2
(Figura 26B).

La interaccidbn de la COX-2 con la NOS se estudi6 mediante la
incubacion conjunta con celecoxib y L-NAME. En ratonas SAMR1, esta
inhibicion no modificé la respuesta contractil al U46619 en ningln grupo
(Figura 27A). Los resultados obtenidos en las ratonas SAMR1 Sham y OvE
sugieren la existencia de un balance entre la NOS y la COX-2 que mantiene
la contraccién al U46619, mediante la producciébn de NO (Figura 16) y
prostaglandinas contréactiles (Figura 23). En ratonas SAMR1 ovariectomizadas
este balance cambia y la participacion del NO so6lo se observa en presencia
de celecoxib, indicando que la ausencia de estrégenos disminuye la
biodisponibilidad del NO a través de la COX-2.

En las ratonas SAMPS, la incubacion conjunta de celecoxib y L-
NAME, no modificd la maxima contraccion, pero disminuy6 el pD2 (Tabla 10
y Figura 27A). Al igual que en SAMR1 se observa una disminucién en la
biodisponibilidad del NO y un aumento de prostaglandinas contractiles. En
ratonas ovariectomizadas, cuando se bloquean las dos rutas se observa un
aumento en la biodisponibilidad del NO.

En el analisis del ABC en presencia y en ausencia de L-NAME y
celecoxib, se observd un mayor AABC en las SAMPS8, que fue similar en
todos los grupos quirirgicos (Figura 27B). Estos resultados obtenidos en
ausencia de la modulacion por NOS y COX-2 indican que las diferencias
observadas entre el ABC de SAMP8 y SAMR1 son debidas a mecanismos
dependientes del envejecimiento.

106



Resultados

Tabla 10. Valores de pD2 y contraccion maxima (Emax) al U46619 en anillos
adrticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los diferentes grupos de estudio
(Sham, Ovx, y OvE), en ausencia (Control) y en presencia de L-NAME (104 M),
celecoxib (10-5 M) o L-NAME mas celecoxib.

SAMR1 SAMPS8

pD2 Emax (mN) pD2 Emax (mN)
Sham
Control 7,78 + 0,12 13,08 + 0,86 8,20 + 0,09* 15,81 + 0,65*
L-NAME 8,22 + 0,102 15,90 + 0,552 8,40 + 0,06 18,16 + 0,442
Celecoxib 7,16 + 0,092 10,31 = 0,522 7,34 + 0,092 11,77 £ 0,742
L-NAME -+ 7,66+0,08  13,14+064%c | 7,79+ 0,06%c 14,61 + 0,39bc
celecoxib
Ovx
Control 7,83 + 0,08 13,32 + 0,61 8,18 + 0,05* 18,90 + 0,53*#
L-NAME 7,13+ 0,10 13,69 + 0,68 8,32 + 0,08 19,30 + 0,86
Celecoxib 7,25 + 0,092 10,78 + 0,462 7,45 + 0,092 12,82 + 0,692
L'NAME + 7,79 + 0,09v 14,11 £ 0,21b 7,87 +0,083bc 17,55 + 0,84P
celecoxib
OvVE
Control 7,82 + 0,04 13,34 + 0,49 8,16 + 0,08* 16,05 + 0,458
L-NAME 8,09 + 0,052 17,26 + 0,882 8,30 + 0,09 18,34 + 0,382
Celecoxib 7,01 £0,11a 12,06 + 0,69 7,45 + 0,092 11,61 £ 0,462
L-NAME *+ 7,66 + 0,06bc 13,24 + 0,59 7,79 + 0,093bc 14,85 + 0,87bc
celecoxib

Media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. grupo SAMRT1 con el
mismo tratamiento y cirugra, #*p<0,05 vs. grupo Sham de la misma cepa y tratamiento;
$p<0,05 vs. grupo Ovx de la misma cepa y tratamiento; 2ap<0,05 vs. Control de la misma
cepa y cirugia; bp<0,05 vs tratados con celecoxib de la misma cepa y cirugia; <p<0,05 vs

tratados con L-NAME de la misma cepa y cirugia

107



Resultados

A SAMR1 Sham SAMR1 Ovx SAMR1 OVE

7@ Control 211 214
O Celecoxib

a AN
(@] © =
1 1
a4

o o]

i 1
a4

a o]

rt r

Fuerza de contraccion (mN)

-
N
h

-
N
h

N
N
h

9 o 9

64 6 6

3 3 3

o4 o o

9 8 7 6 9 8 7 6 9 8 7 6
U46619 (Hog M) U46619 (-log M) U46619 (-log M)
SAMP8 Sham SAMP8 Ovx SAMP8 OVE

211 21 21

Z 18] 184 18

S 154 154 151
Q
Q

£ 12 124 124
5

o 94 9 O
(]
kel

« 64 6 64
N

::j 34 3 3

0 0 o

9 8 7 6 9 8 7 6 9 8 7 6
U46619 (-log M) U46619 (-log M) U46619 (-log M)

B — Bl SAMR1 [] SAMPS

3 *#

il
*

°

€ 10+

=)

@

3 o

Sham Ovx

*§
OVE

Figura 26. (A) Curvas concentracion respuesta y (B) diferencia del area bajo la
curva (AABC) al U46619, en anillos adrticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE), en ausencia (Control) y
presencia de celecoxib (10-5 M). Los puntos y las barras representan la media +
SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. SAMR1 con la misma cirugia;
#p<0,05 vs. grupo Sham de la misma cepa; $p<0,05 vs. grupo Ovx de la misma cepa.

108



Resultados

A SAMR1 Sham SAMR1 Ovx SAMR1 OVE

211 @ Control 215 214

% 18- O L-NAME + Celecoxib 18 18-

S 15 151 159
Q
Q

S 121 121 121
€

8 o 9 o
Q
e

© 6 6 61
N

5 3 3 3

0- 0- 04

9 8 7 6 9 8 7 6 9 8 7 6
U46619 (-log M) U46619 (-log M) U46619 (-log M)
SAMP8 Sham SAMP8 Ovx SAMP8 OVE

21 21 21

Z 18 181 18-

S 151 15 154
Q
Q

S 121 121 121
€

8 o 9 o
3

« 64 61 6+
5

2 34 31 34

0 o o

9 8 7 6 9 8 7 6 9 8 7 5
U46619 (-log M) U46619 (-log M) U46619 (log M)

_ Il SAMR1 [] SAMP8

-
N

B

*

-
o
1

*

0L i i mi—
Sham Ovx OvVE

AABC (Unidades Arbitrarias)

Figura 27. (A) Curvas concentracion respuesta y (B) diferencia del area bajo la
curva (AABC) al U46619, en anillos aérticos de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE), en ausencia (Control) y
presencia de L-NAME (10-4 M) mas celecoxib (10-5 M). Los puntos y las barras
representan la media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs.
SAMR1 con la misma cirugia.
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4.4.3.PARTICIPACION DE LA COX-1 Y COX-2 EN LA
PRODUCCION DE ANIONES SUPEROXIDO

Como se ha demostrado previamente, la COX esta implicada en la
produccion de Oz en respuesta al U46619 (Figura 23). Para determinar el
papel que ejerce la COX-1 y la COX-2 en dicho mecanismo, las secciones
adrticas se incubaron con los inhibidores especificos, SC560 (107 M) y
celecoxib (105 M), respectivamente.

La incubacion con SC560 (107 M) no modificd la intensidad de
fluorescencia respecto a su control, pero disminuy6 significativamente el
efecto del U46619 en la produccién de Oz en todos los grupos (Figura 28).
Como en el apartado 3.4, las imagenes que se muestran en las figuras son
las representativas de la respuesta al U46619 en ausencia y en presencia
de SC560 y/o celecoxib. En las graficas de cuantificacién de intensidad de
la fluorescencia se muestran ademas los resultados de las secciones
arteriales no tratadas con U46619 en ausencia y en presencia de estos
inhibidores.

En ratonas SAMR1 y SAMPS8 la inhibicion de la COX-1 revirti6 la
produccion de O2" inducida por el U46619 en los grupos Sham y OvE. Sin
embargo, en las ratonas ovariectomizadas disminuyé la produccién de Ox,
aunque no se alcanzaron los niveles basales (Figura 28B), sugiriendo la
participacion de otras fuentes de Oz distintas a la COX-1 en ausencia de

estrogenos.

La inhibiciébn de la COX-2 con celecoxib (105 M) no alter6 la
produccion basal de Oz ningln grupo de estudio (Figura 29). El incremento
de la produccién de Oz inducido por el U46619 tampoco se alteré con la
inhibicién con celecoxib en ratonas Sham y OvE de ambas cepas, indicando
que en estos grupos la inhibicidn de la COX-2 no altera los niveles de Oz’
inducidos por la activacion del receptor TP. Sin embargo, en las ratonas
ovariectomizadas el celecoxib disminuy6 parcialmente el efecto del U46619,
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indicando otras fuentes de O distintas a la COX-2 inducidas por el U46619

en ausencia de estrogenos (Figura 29).

En todos los grupos de estudio, el incremento de los niveles de Oz
inducido por el U46619 fue bloqueado por la inhibicion conjunta de COX-1y
COX-2 con SC560 y celecoxib, respectivamente (Figura 30). Este efecto
coincide con el obtenido con la incubacién con indometacina (Figura 23), un
inhibidor inespecifico de la COX. En conjunto, los resultados sugieren que el
aumento de los niveles de Oz inducido por el U46619 procederia de COX-1
en presencia de estrégenos y de COX-1 y COX-2 en ausencia de

estrogenos.
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Figura 28A. Imagenes representativas de la produccion de anion superoxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OVE) tratadas con U46619 (10-¢ M) en ausencia
y en presencia del inhibidor especifico de la COX-1, SC560 (10-7 M).
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Figura 28B. Cuantificacion de los niveles de anién superdxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OvVE), sin tratar (Control), tratadas con U46619 (10-8 M) en
ausencia y en presencia del inhibidor especifico de la COX-1, SC560 (10-7 M).
Las barras representan la media + SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1 Sham
(Control). n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma cepa
y cirugia; *p<0,05 vs. tratadas con U46619 de la misma cepa y cirugia; $p<0,05 vs.
tratadas con celecoxib de la misma cepa y cirugia.
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Figura 29A. Imagenes representativas de la produccion de anion superoxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OVE) tratadas con U46619 (10-¢ M) en ausencia

y en presencia del inhibidor especifico de la COX-2, celecoxib (10-5 M).
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Figura 29B. Cuantificacion de los niveles de anidon superéxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OvE), sin tratar (Control), tratadas con U46619 (10-8 M) en
ausencia y en presencia del inhibidor especifico de la COX-2, celecoxib (10-5
M). Las barras representan la media + SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1
Sham (Control). n = 8 ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma
cepa y cirugia; *p<0,05 vs. tratadas con U46619 de la misma cepa y cirugia; $p<0,05
vs. tratadas con celecoxib de la misma cepa y cirugia.
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Figura 30A. Imagenes representativas de la produccién de anién superéxido en
secciones transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes
grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE) tratadas con U46619 (10-8 M) en ausencia
y en presencia de SC560 (10-7 M) mas celecoxib (10-5 M).
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Figura 30B. Cuantificacion de los niveles de anién superdxido en secciones
transversales de aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los diferentes grupos de
estudio (Sham, Ovx y OvVE), sin tratar (Control), tratadas con U46619 (10-8 M) en
ausencia y en presencia de SC560 (10-7 M) mas celecoxib (10-5 M). Las barras
representan la media + SEM, como U.A. relativizadas a SAMR1 Sham (Control). n= 8
ratonas por grupo de estudio. *p<0,05 vs. Control de la misma cepa y cirugia;
#p<0,05 vs. tratadas con U46619 de la misma cepa y cirugia.
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4.5. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO Y LA FALTA DE
ESTROGENOS SOBRE LA EXPRESION DE NOS, COX-1
Y COX-2

En este grupo de experimentos se analizd la expresidon génica
mediante qPCR y proteica mediante inmunohistoquimica de la eNOS,
COX-1 y COX-2, su localizaciéon en aorta de ratonas SAMR1 y SAMP8, asi
como sus posibles variaciones inducidas por el envejecimiento y la falta de

estrogenos.

La expresion génica y proteica de eNOS en el endotelio
disminuyd en las ratonas SAMP8 (Figura 31). Ademas, la ovariectomia
disminuyé los niveles de la eNOS en ambas cepas (Figura 31B-C). El
tratamiento con E2 revirti6 el efecto de la ovariectomia, pero no modificé
las diferencias asociadas al envejecimiento (Figura 31A-B). Los
resultados obtenidos demuestran una disminucion de la expresion de la

eNOS por el envejecimiento y por la falta de estrégenos.

La expresion proteica de COX-1 se localizé principalmente en el
endotelio y no se observaron diferencias entre ratonas SAMR1 y
SAMPS8, descartando un posible efecto del envejecimiento (Figura 32A-
B). La ovariectomia tampoco modificé los niveles de expresion proteica
de la COX-1 en ratonas SAMR1 y SAMP8. En cambio, se observd una
disminucion de la expresién proteica de COX-1 en el endotelio de aorta
de ratonas ovariectomizadas y tratadas con E2 (OvE) (Figura 32A-B). La
expresion génica de la COX-1 no se modific6 en ningun grupo de
estudio (Figura 32C).

La expresion génica y proteica de COX-2 fue similar en ratonas
SAMR1 y en los grupos Sham y OvE de ratonas SAMP8. Sin embargo,
la ovariectomia en ratonas SAMPS8 incrementé la expresion de la

COX-2, efecto revertido por el tratamiento con E2 (Figura 33).

118



Resultados

Sham Ovx

3

W
@

Il SAMR1 [] SAMP8
60+

o

o

o
T

50+

40

§
§
* * *§ i * # *§
30 *#
0.04 x#
2 N
104 0.021
) X OvVE

Sham Ovx OVE Sham Ov,

=]

o
Expresion relativa de eNOS (22Ct)

Intensidad de Fluorescencia (U.A.)

o

o
o
S

Figura 31. Expresion de eNOS en aorta de ratonas SAMR1 y SAMPS8 de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE). (A) Imagenes representativas
superpuestas de la inmunohistoquimica. La tincion muestra los nudcleos (azul, DAPI),
eNOS (verde) y autofluorescencia (rojo). (B) Analisis densitométrico de la expresion
endotelial de eNOS. (C) Expresion génica mediante gPCR de eNOS relativizado
frente GAPDH. Las barras representan la media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de
estudio. *p<0.05 vs. SAMR1 con la misma cirugia; #p<0.05 vs. grupo Sham de la
misma cepa; $p<0.05 vs. grupo Ovx de la misma cepa.
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Figura 32. Expresion de COX-1 en aorta de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE). (A) Imagenes representativas
superpuestas de la inmunohistoquimica. La tincidon muestra los nucleos (azul, DAPI),
COX-1 (verde) y autofluorescencia (rojo). (B) Andlisis densitométrico de la expresion
endotelial de COX-2. (C) Expresién génica mediante gPCR de COX-1 relativizado
frente GAPDH. Las barras representan la media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de
estudio. #p<0.05 vs. grupo Sham de la misma cepa; $p<0.05 vs. grupo Ovx de la
misma cepa.
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Figura 33. Expresion de COX-2 en aorta de ratonas SAMR1 y SAMP8 de los
diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE). (A) Imagenes representativas
superpuestas de la inmunohistoquimica. La tincion muestra los nudcleos (azul, DAPI),
COX-2 (verde) y autofluorescencia (rojo). (B) Andlisis densitométrico de la expresion
endotelial de COX-2. (C) Expresion génica mediante gqPCR de COX-2 relativizado
frente GAPDH. Las barras representan la media + SEM. n = 8 ratonas por grupo de
estudio. *p<0.05 vs. SAMR1 con la misma cirugia; #p<0.05 vs. grupo Sham de la
misma cepa; $p<0.05 vs. grupo Ovx de la misma cepa.
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En la presente tesis se ha demostrado que la respuesta contractil
vascular al TXA> aumenta con el envejecimiento en hembras y esta
potenciada por la falta de estrdgenos. Los resultados muestran cémo el
TXA2 modifica la actividad de dos enzimas clave en el control del tono
vascular, la NOS y la COX. Entre ambos enzimas se establece una
interaccidén que se altera por el envejecimiento y la falta de estrogenos. Esta
interaccién implica una disminucion en la biodisponibilidad del NO debido a
un incremento de la actividad vascular de la COX-1 y COX-2, ademas de un
aumento de la produccion de Oz. Por otra parte, tanto el envejecimiento
como el E2 participan en la regulacién génica y proteica de NOS y COX.
Estos resultados demuestran el papel fundamental de los estrogenos sobre

la funcion vascular, que se hace mas evidente durante el envejecimiento.

5.1. SAMR1/SAMP8 COMO MODELO DE ENVEJECIMIENTO
VASCULAR

En el envejecimiento se producen alteraciones en diferentes
mecanismos que aumentan el riesgo cardiovascular (Ferrari y cols., 2003;
Lakatta, 2015; Lakatta y Levy, 2003). Actualmente existen diversos modelos
animales para el estudio de las alteraciones estructurales y funcionales que
se producen durante el envejecimiento. Gran parte de los estudios
realizados en este campo se llevan a cabo en roedores, especialmente en
raton. La posibilidad de manipular su genoma, un breve ciclo de crianza y
antecedentes genéticos definidos, permiten abordar la patogénesis de
muchas enfermedades que pueden verse exacerbadas con la edad (Niccoli
y Partridge, 2012). A nivel de alteraciones cardiovasculares asociadas al
envejecimiento, el raton presenta similitudes con humanos (Vanhooren y
Libert, 2013). El envejecimiento vascular esta particularmente asociado a
disfuncion endotelial, rigidez arterial y remodelacion, alteracién de la
angiogénesis, reparacion vascular defectuosa y una mayor prevalencia de

aterosclerosis (Erusalimsky, 2009; Lakatta y Levy, 2003; Novella y cols.,
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2013). Si bien el corazbn en ratones envejecidos es comparable al de
humanos (Dai y Rabinovitch, 2009), para el estudio de la aterosclerosis se
requiere la manipulacién de los genes implicados en el metabolismo de
lipoproteinas (Ishibashi y cols., 1993; Purcell-Huynh y cols., 1995) para
generar ratones con hipercolesterolemia y aterosclerosis en los que estudiar
la progresién de la lesion. Aunque han sido ampliamente utilizados, el rapido
inicio de la aterosclerosis en estos modelos murinos comparados con
humanos (semanas frente a afios), limita su utilidad en el desarrollo de
diversos tratamientos. A pesar de la importancia del envejecimiento
vascular, pocos modelos integran el envejecimiento fisiolégico como una
caracteristica béasica. Por ello, se hace necesario disponer de un modelo
que permita establecer una correcta cronologia de las alteraciones
vasculares asociadas al envejecimiento. En este sentido, el modelo murino
con senescencia acelerada (SAM, Senescence Accelerated Mouse) ha sido
muy utilizado para el estudio de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, como el Alzheimer (Takeda, 2009). A nivel vascular, la
ausencia de alteraciones a edades tempranas ha facilitado su uso para el
estudio del envejecimiento (Butterfield y Poon, 2005). También han sido
utilizados para estudiar la participacion del NO en la respuesta vascular en
aorta de ratones (Llorens y cols., 2007) y ratonas (Novella y cols., 2010;

Novensa y cols., 2011).

Este trabajo determina, mediante curvas de supervivencia, la
esperanza de vida y la longevidad media de las ratonas SAM de la colonia
mantenida en el animalario de la Unidad Central de Investigacion de la
Facultad de Medicina. La cepa SAMP8 mostré menor longevidad media y
méxima que la SAMR1. Estos resultados confirman el pedigri de las ratonas
SAM que mantienen el fenotipo senescente de la colonia de ratonas
utilizadas en el estudio. Ademas, son similares a los obtenidos por otros

autores en machos virgenes (Carter y cols., 2005; Spangler y cols., 2002).

Estudios clinicos demuestran una relacion entre el envejecimiento y

el aumento de la presion arterial. Es bien sabido que la edad es un factor de
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riesgo no modificable en el desarrollo de la hipertension (Wang y cols.,
2010). El aumento del riesgo es debido, en parte, a cambios que se
producen en los vasos sanguineos, entre los que se encuentran la
disfuncién endotelial, la remodelacion vascular, el aumento de la rigidez
vascular y la inflamacién (Buford, 2016; Harvey y cols., 2015). Estos
cambios funcionales y estructurales son caracteristicas comunes en la
hipertension y en el envejecimiento (Barja, 2013), que incluyen dafio de las
células endoteliales, aumento del crecimiento de las células del masculo liso
vascular, migracion celular, inflamacion, contraccion, deposito de la matriz

extracelular, fibrosis y calcificacién (Bachschmid y cols., 2013).

Se ha descrito que los ratones SAMR1 y SAMP8 sufren cambios de
presion arterial con la edad (Han y cols., 1998). Los ratones SAMPS8
muestran una gradual disminucion de la presion arterial a partir de los 5-7
meses (Han y cols., 1998), que se asociaron a cambios degenerativos en el
bulbo raquideo. Los ratones SAMR1, con envejecimiento normal, no
presentan cambios en la presién arterial relacionados con la edad entre los
2 y 27 meses (Han y cols., 1998). En el presente trabajo se determiné la
evolucién temporal de la presién arterial sistélica (PAS) y diast6lica (PAD) en
ratonas SAMR1 y SAMP8 desde los 3 a los 10 meses y se observoé que
ambas cepas mostraron valores normales. Las ratonas SAMP8 registraron
un aumento de la PAS a los 6 meses y de la PAD a los 8 meses, lo que
coincide con lo observado en humanos donde el incremento de los valores
de PAS se produce con anterioridad al incremento de la PAD (Strait y
Lakatta, 2012). Sin embargo, discrepan con los descritos previamente por
Han y cols., probablemente debido a diferencias en los procedimientos
metodoldgicos (Han y cols., 1998). El estudio de Han y cols. parte de un
grupo mixto de machos y hembras que no estdn preacondicionados.
Ademads, se realizaron 3 medidas consecutivas en 3 dias, a diferencia del
presente estudio en el que se realiza un acondicionamiento previo para

evitar la influencia de estrés, y se hace un seguimiento de la presion arterial
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en las mismas ratonas desde los 3 a los 10 meses, eliminando posibles

variaciones interindividuales.

Una variable asociada al incremento de la prevalencia de la presion
arterial con la edad es el sexo. La tasa de hipertension en mujeres jévenes
es menor que en hombres de la misma edad, pero se iguala alrededor de
los 55 afios y aumenta a partir de los 65 (Kearney y cols., 2005; Wiinberg y
cols., 1995). El aumento en la prevalencia de hipertensién en mujeres se
debe, al menos en parte, a la disminucion de hormonas sexuales que se
produce en la menopausia y se mantiene en el climaterio (Maranon y

Reckelhoff, 2013; Maric-Bilkan y cols., 2014; Staessen y cols., 1997).

El envejecimiento vascular esta asociado a multiples mecanismos
que conducen a una disfunciébn endotelial, la mayoria de los cuales
disminuyen la biodisponibilidad del NO (Erusalimsky, 2009; Hayashi y cols.,
2008; Kim y cols., 2009; Santhanam y cols., 2008). Se ha descrito una
reduccion de la vasodilatacidn dependiente del endotelio en humanos y en
modelos animales de envejecimiento (Kim y cols., 2009; Virdis y cols.,
2010). Diversos estudios demuestran que la relajacidbn dependiente de
endotelio mediada por acetilcolina a través de sus receptores muscarinicos
esta alterada por el envejecimiento (Matz y Andriantsitohaina, 2003). Este
efecto se ha descrito en vasos de conductancia y de resistencia de
diferentes especies (Matz y cols.,, 2000). En el presente estudio, la
respuesta a la acetilcolina en aorta de ratonas SAMR1 y SAMP8 esta
mediada por el NO de origen endotelial, ya que la eliminacién mecanica del

endotelio o la inhibicion de la NOS con L-NAME anulan su efecto relajante.

Estudios clinicos y experimentales han determinado que durante el
envejecimiento disminuye la vasodilatacion mediada por el NO (Matz y
Andriantsitohaina, 2003). En el modelo de envejecimiento SAM, la relajaciéon
inducida por acetilcolina disminuyd en las ratonas SAMR1 a los 10 meses y
en SAMP8 a los 6 meses. El estudio del envejecimiento en humanos es

dificil porque suele estar asociado a diversas patologias como hipertension,
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aterosclerosis o diabetes. Ademas, la existencia de factores de riesgo son
variables adicionales de dificil control. De ahi la importancia de modelos
animales para el estudio del envejecimiento. En el modelo de
envejecimiento SAM, los resultados corroboran estudios previos e indican
que el envejecimiento y la senescencia afectan a la relajacion dependiente
del endotelio. Estas alteraciones vasculares no se observaron a los 3 meses
de edad, lo que descarta la existencia de posibles diferencias debidas a la
cepa. Estudios previos indican una progresiva reduccion de la
vasodilatacion mediada por el NO con la edad, que podria ser debida a la
deficiencia en la expresion y actividad de la eNOS en aorta de ratonas (Matz
y Andriantsitohaina, 2003) y ratones (Llorens y cols., 2007). La disminucion
en la vasodilatacién dependiente de endotelio también podria explicarse, al
menos en parte, por una disminucion en la sensibilidad del musculo al NO.
Sin embargo, el mantenimiento de la respuesta vascular en aorta de ratonas
al dador de NO, nitroprusiato sédico, descarta esta posibilidad, coincidiendo
con otros estudios desarrollados en arterias de conductancia y de
resistencia (Matz y Andriantsitohaina, 2003) y en estudios de funcion
endotelial en humanos (DeSouza y cols., 2000; Donato y cols., 2007;
Eskurza y cols., 2004).

El TXA2 es un prostanoide derivado del acido araquiddnico que se
sintetiza a través de la ruta de las COX. La mayor parte de los prostanoides
son vasodilatadores, aunque la estimulacion de células del masculo liso por
el TXAz induce una potente vasoconstriccion. Sus acciones estan mediadas
por el receptor TP, que estd expresado en diferentes lineas celulares
relevantes a nivel vascular, como las células del muasculo liso (Pfister y cols.,
1997). La activacion del receptor del TXAz contribuye a la disfuncién
endotelial inducida por el envejecimiento (Heymes y cols., 2000). De hecho,
se han observado elevados niveles plasmaticos de TXAz en pacientes con
diversas enfermedades (Ogletree, 1987) y esta implicado en diversas

enfermedades cardiovasculares asociadas al envejecimiento como
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isquémica miocardica (Neri Serneri y cols., 1981), aterosclerosis (Mehta y

cols., 1988), hipertension (Francois y cols., 2004) e ictus (Chamorro, 2009).

En este trabajo, nuestro interés es definir la repuesta al TXA2 en
aorta de ratonas para evaluar la influencia del envejecimiento. En las
ratonas SAM se observd un incremento progresivo en la contraccion al
U46619 con el envejecimiento que fue mayor en ratonas SAMP8. En
estudios previos, se ha observado una mayor expresién de receptores TP
en aorta de ratonas SAMP8 (Novella y cols., 2010) lo que podria explicar la
mayor sensibilidad al U46619 con la senescencia. Sin embargo, el hecho de
que las contracciones al KCI tengan un patrdn de respuesta similar, indica
que podria existir un mecanismo intrinseco no dependiente de receptor, que

contribuiria al mayor efecto observado.

La contraccion al KCI se produce por la entrada de Ca2+ extracelular
mediada por canales de Ca2+ voltaje dependientes (Cav1.2). El aumento de
sensibilidad al KCI podria indicar una modificacion en la respuesta vascular
al Ca2+ debido a una mayor participacién de canales Cav1.2 y/o a una
modificacion de la sensibilidad al Ca2+ (Hall y cols., 2006). Es probable que
el envejecimiento, especialmente en ratonas SAMP8, afecte a mecanismos
relacionados con la entrada de Ca2+. Por otra parte, nuestros resultados
discrepan de los publicados por Shams y cols. en aorta de rata Fischer
F-344 (Shams y cols., 1990) donde el envejecimiento no induce diferencias
en la contraccién al U46619 y el nimero de receptores TP en la pared
vascular tampoco se modifica. Las diferencias con nuestros resultados
podrian deberse al procedimiento experimental utilizado en su estudio,
donde administran indometacina, sotalol (antagonista de los receptores f3
adrenérgicos) y fenoxibenzamina (antagonista de los receptores a
adrenérgicos) previamente a la realizacibn de las curvas concentracion
respuesta al U46619, que podrian enmascarar los efectos del

envejecimiento.
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Por otra parte, los niveles plasmaticos de creatinina, glucosa o
bilirrubina total fueron similares entre los 3 y 10 meses de edad, lo que
descarta posibles des6rdenes metabdlicos, renales o hepaticos asociados a
la edad y que pudieran afectar a la funcibn vasomotora. En conjunto, estos
resultados corroboran la idoneidad del modelo SAMR1/SAMPS8 en estudios
de envejecimiento vascular (Llorens y cols., 2007; Novella y cols., 2013a;
Novella y cols., 2013b).

A nivel hormonal, las ratonas SAMR1 y SAMP8 no mostraron
variaciones en los niveles plasmaticos de E2 ni en el peso uterino, al menos
dentro de la franja de edad estudiada. Estos resultados indican un estatus
hormonal o una funcién ovarica similar en ratonas SAMR1 a SAMP8 de 3 a
10 meses de edad, descartando al E2 como responsable de las diferencias
en la respuesta contrctil observada. En general, la senescencia
reproductiva y la pérdida de la funcidén ovarica con la edad en los mamiferos
son fenébmenos comunes, aunque existen diferencias entre especies
(Nelson y cols., 1989; Wu y cols., 2005). Entre las excepciones se
encuentran los roedores, donde el comienzo de la decadencia de la funcion
ovarica se caracteriza por periodos de estro constantes durante los cuales
se mantienen elevados los niveles de estrégenos con ausencia de
ovulacion. Unicamente hacia las etapas mas tardias de su ciclo vital, las
ratonas SAMP8 manifiestan una bajada de los niveles de hormonas
ovaricas y pueden presentar pocos o ningun foliculo ovérico (Yuan y cols.,
2005). Esto coincidiria con la ausencia de variabilidad en los niveles
plasméticos de E2 mostrados por las ratonas SAMPS8 utilizadas en este

estudio.
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5.2. ESTUDIO DEL E2 EN LA FUNCION VASCULAR DEL
MODELO SAMR1/SAMP8

En mujeres, la disminucion de los niveles de estrogenos circulantes
durante la menopausia se ha relacionado con el incremento del riesgo
cardiovascular (Kannel, 2002). Tanto el envejecimiento como la disminucion
de estroégenos podrian estar relacionados con alteraciones de la funcion
vascular descritas en el climaterio, especialmente con la pérdida de la
capacidad de dilatacion de los vasos sanguineos (Moreau y Hildreth, 2014;

Novella y cols., 2012).

Diferentes estudios experimentales realizados en modelos animales
y en células vasculares, asi como resultados de estudios epidemiolégicos
obtenidos en mujeres postmenopausicas con y sin terapia hormonal
sustitutiva (THS) han revelado el efecto protector del E2 a nivel
cardiovascular. Sin embargo, a finales de los afios 90 los estudios clinicos
HERS (Heart y Estrogen/progestin Replacement Study) (Hulley y cols.,
1998) y WHI (Women’s Health Initiative) (Rossouw y cols., 2002) pusieron
en duda este efecto beneficioso de la THS con estrégenos. El nuevo andlisis
de los datos obtenidos en el HERS y el WHI y la contribucion de otros
estudios clinicos como el KEEPS (Kronos Early Estrogen Protection Study)
(Miller y cols., 2009) y el ELITE (Early Versus Late Intervention Trial with
Estradiol) (Hodis y cols., 2016), confirmaron el efecto beneficioso de la THS
con estrogenos cuando se utiliza en los 10 afios posteriores al inicio de la
menopausia, conociéndose como la hipbtesis temporal. Durante este
periodo seria posible revertir parte de los efectos derivados de la falta de

estrégenos.

Actualmente se dispone de poca informacién que relacione la
accién del envejecimiento sobre los efectos vasculares de los estroégenos.
La mayoria de los estudios destinados a determinar los efectos de los
estrégenos presentan el inconveniente de haberse realizado en hembras

jovenes ovariectomizadas, por lo que no representan un modelo de
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menopausia. Por otra parte, se han descrito alteraciones vasculares en
ratas ovariectomizadas a edades muy avanzadas (Berezan y cols., 2008;
LeBlanc y cols., 2009; Lekontseva y cols., 2010; Moien-Afshari y cols.,
2003). Otros autores han descrito una accion del envejecimiento sobre la
respuesta vascular mediada por estrdgenos en ratas de mediana edad, pero
con hipertension (Fortepiani y cols., 2003; Wynne y cols., 2004), dificultando
la interpretacion de los resultados. Estos modelos no serian adecuados para
el estudio los efectos vasculares de la menopausia, donde confluyen un

cierto grado de envejecimiento vascular y la ausencia de estrogenos.

La caracterizacion de las alteraciones vasculares asociadas a la
ovariectomia en el modelo de ratonas SAM permitiria utilizarlas como
modelo de envejecimiento vascular asociado a la menopausia. Este estudio
se ha realizado en ratonas ovariectomizadas de 6 meses, edad en la que
hemos comprobado diferencias en la funcion vascular entre SAMR1 y
SAMPS8, coincidiendo con otros trabajos (Fenton y cols., 2004; Llorens y
cols., 2007). Ademas, hemos comprobado que el E2 era responsable de las
alteraciones inducidas por la ovariectomia mediante el tratamiento

subcutaneo con E2 a ratonas ovariectomizadas.

La eficacia de la cirugia y del tratamiento con E2 se comprobd
mediante la medida de los niveles plasmaticos de E2 y el peso uterino,
debido a que el E2 tiene efectos hipertroficos sobre Gtero y es un indicador
indirecto de la presencia de estrogenos. En este sentido, ambas cepas
mostraron una disminucién de los niveles plasméaticos de E2 con la
ovariectomia y una reduccidén del peso uterino por atrofia del mismo. En
cambio, el tratamiento hormonal mantuvo los niveles plasmaticos de E2
similares a los de las ratonas Sham, asi como la morfologia y peso del

Utero, confirmando la efectividad de la cirugia y del tratamiento con E2.

Es bien conocido que el E2 desempefia un papel en la regulacion
de la obesidad y la acumulacion de grasa tanto en humanos como en

modelos animales. La prevalencia de la obesidad aumenta marcadamente
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con la disminucién de los niveles de E2 que se produce después de la
menopausia (Carr, 2003). En modelos experimentales de menopausia se
observa un aumento de peso corporal especialmente debido a la adiposidad
(Ferrer y Osol, 1998; Minoves y cols., 2002). En las ratonas SAMR1 la
ovariectomia aumenté el peso corporal, efecto mediado por el E2, ya que su
administracién revirti6 este efecto. Este resultado concuerda con los
obtenidos en ratas ovariectomizadas (Martorell y cols., 2009) y con la
ganancia de peso que se produce en las mujeres durante la menopausia
(Jull y cols., 2014). Esta ganancia de peso se ha relacionado con un
aumento en la adiposidad, que puede ser relevante en la modulacién de la
funcion vascular, debido a que el tejido adiposo es una fuente de hormonas
y citoquinas (Tanaka y Sata, 2018). Por el contrario, las ratonas SAMP8 no
modificaron su peso ni con la ovariectomia ni con el tratamiento con E2,
sugiriendo que la senescencia podria modificar mecanismos implicados en

la ganancia de peso mediada por los estroégenos.

Es evidente que el E2 desempefia un papel importante en la
homeostasis de la glucosa y la resistencia a la insulina (Barros vy
Gustafsson, 2011; Louet y cols., 2004). Algunos estudios apoyan los efectos
beneficiosos del E2 en la regulacibn metabdlica a través de una mayor
sensibilidad a la insulina en mujeres premenopausicas en comparaciéon con
hombres de la misma edad (Donahue y cols., 1997; Nuutila y cols., 1995).
En las ratonas SAMR1 y SAMP8 no se observaron cambios en los niveles
de glucosa, creatinina y bilirrubina total inducidos por la ovariectomia ni por
el tratamiento con E2. Estos resultados descartan alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, dafo renal o hepatico que pudieran estar
asociados a la ovariectomia y/o al envejecimiento, y que influirian en el

mantenimiento de una funciébn vasomotora normal.

La presencia de receptores de estrégenos en células endoteliales y
células de musculo liso vascular sugiere que pueden actuar directamente
sobre la pared arterial para inhibir su engrosamiento (Karas y cols., 1994).

La infiltracion de leucocitos, la lesion endotelial y la sintesis de la matriz
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extracelular son etapas importantes en el engrosamiento de la intima. Los
estrégenos inhiben algunos de estos procesos como la adhesion de los
leucocitos a las células endoteliales (Beldekas y cols., 1981), por lo que
cabria esperar un engrosamiento en ausencia de estrégenos. Sin embargo,
nuestros resultados no mostraron cambios significativos en el grosor de la
pared adrtica. Probablemente la ausencia de estrogenos afecte antes a las
arterias de resistencia que a las de conduccién, coincidiendo con el
engrosamiento observado en arteria femoral y car6tida de ratonas
ovariectomizadas de 3 meses de edad, pero no en la aorta (Guo y cols.,
2006).

Diversos estudios demuestran que los estrogenos a través de la
activaciéon de sus receptores modulan el tono vascular influyendo en el
mecanismo de accion de factores que inducen relajacién o contraccién del
musculo liso vascular (para revision ver Novella y cols., 2012). Entre los
mecanismos implicados, los estrogenos pueden interferir con canales
ibnicos modificando la concentracion intracelular de Ca2+ en las células del
musculo liso. Se ha demostrado que los estrégenos impiden la entrada de
Caz2+ extracelular (Crews y Khalil, 1999; Han y cols., 1995; Murphy y Khalil,
1999) al inhibir su paso a través de canales Cav1.2 (Crews y Khalil, 1999;
Freay y cols., 1997; Hill y cols., 2017; Kitazawa y cols., 1997; Murphy y
Khalil, 1999). Varios estudios utilizando animales ovariectomizados han
explorado si los estrégenos modulan la funciéon del canal Cav1.2 y han
demostraron que la ausencia de estrégenos induce una mayor entrada de
Caz+ a través de canales Cav1.2 (Crews y Khalil, 1999; Tharp y cols., 2014),
indicando que los niveles plasmaticos de estrégenos pueden reducir la
contraccion del musculo liso vascular. Con todo, el presente trabajo
demuestra que ni la ovariectomia ni el posterior tratamiento con E2
modificaron la contraccién al KCl en aorta de ratonas SAMR1. Sin embargo,
las SAMP8 ovariectomizadas mostraron un aumento de la contraccién
inducida por la despolarizacion con altas concentraciones extracelulares de

KCI. La ovariectomia afecta a la contraccibn de las aortas de ratonas
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SAMP8 pero no la de las SAMR1, lo que sugiere que la ausencia de
estrégenos incrementa la entrada de Ca2+ a través de los canales Cav1.2 en
los vasos que han sufrido senescencia acelerada, mientras que aquéllos en
los que los efectos deletéreos del envejecimiento no se han manifestado
disponen de mecanismos compensadores frente a la pérdida de estrégenos

que normalizan la respuesta contractil al KCI.

Los estrogenos promueven la sintesis endotelial de NO a través
diversos mecanismos como el aumento de la expresiéon y actividad de la
eNOS (Miller y Duckles, 2008). En mujeres durante la menopausia se ha
observado una pérdida de la relajacién en respuesta a la acetilcolina (Taddei
y cols., 1996; Teede, 2007; Virdis y cols., 2000). Ademas, se ha demostrado
que el tratamiento cronico de ratas ovariectomizadas con estrégenos
aumenta la relajacién dependiente del endotelio a la acetilcolina (Rahimian y
cols., 1997). En el presente estudio, la relajacién dependiente del endotelio
inducida por la acetilcolina en aorta de ratonas SAMR1 no se modificé por la
ovariectomia ni el tratamiento con E2. En cambio, en las ratonas SAMPS8 la
ovariectomia disminuyd la relajacion y el tratamiento con E2 revirti6 los
efectos de la ovariectomia, pero no el del envejecimiento. En general, en las
ratonas SAM el envejecimiento per se induce una disminucién en la
sensibilidad a la acetilcolina, un efecto que se potencia por la ovariectomia.
El hecho de que esos efectos no fueran tan evidentes en el grupo SAMR1
ovariectomizado sugiere una interaccion entre el envejecimiento y el estado

hormonal en el control la funcién endotelial.

Diversos estudios han evaluado los efectos del envejecimiento
sobre la expresion génica y proteica de eNOS. Los resultados han sido
contradictorios habiéndose demostrado una ausencia de cambios (Smith y
cols., 2006), una reducciéon (Csiszar y cols., 2002; Tanabe y cols., 2003;
Wang y cols., 2011) o un aumento (Cernadas y cols., 1998; van der Loo y
cols., 2005, 2000). Estas discrepancias se han atribuido a diferencias en la
especie animal, cepa, edad, modelo experimental o al lecho vascular

utilizado. En las ratonas SAM, de acuerdo con los datos obtenidos en el
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estudio de reactividad vascular, se observo una disminucion en la expresion
de eNOS en aorta de ratonas SAMP8 Sham, indicando que la disminucion
en la respuesta a la acetilcolina estaria mediada por una disminucién de la
expresion de eNOS en lugar de cambios en la sefializacibn de NO que
podrian ser responsables del deterioro de las respuestas vasculares

inducidas por el envejecimiento y la senescencia acelerada en hembras.

Los estrogenos poseen efectos potenciadores agudos y cronicos
sobre la relajacién dependiente del endotelio que involucran cambios en la
expresion génica y proteica de enzimas clave en el control del tono vascular
(Keung y cols., 2005; Miller y Duckles, 2008; Tostes y cols., 2003).
Numerosos estudios muestran una disminucién en la expresion de la eNOS
con ovariectomia y un aumento con el tratamiento con E2 (Grohe y cols.,
2004; Magness y cols., 2001; McNeill y cols., 1999; Stirone y cols., 2003;
Wang y Abdel-Rahman, 2002; Widder y cols., 2003). De acuerdo con estos
estudios, los resultados obtenidos en las ratonas SAM muestran que la
ovariectomia induce una disminucién en la expresion génica y proteica de la
eNOS en ambas cepas, reduccién que fue mayor en las ratonas SAMPS. El
tratamiento con E2 de las ratonas ovariectomizadas restableci6 los niveles
de expresion génica, lo que sugiere un efecto concomitante del
envejecimiento y la ausencia de estroégenos en la reduccion de la expresion
de eNOS. Sin embargo, en otros estudios realizados en modelos animales,
la ovariectomia per se no altera o aumenta la expresiéon de eNOS (Okano y
cols., 2006; Wassmann y cols., 2001). Estas discrepancias entre estudios
pueden representar diferencias en la duracion de la ovariectomia, el analisis
de homogeneizados tisulares, que contienen muchos tipos de células, en
comparacion a un Unico tipo celular o a diferencias en el origen anatémico

del tejido o la especie estudiada.
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5.2.1. PARTICIPACION DE NO Y PROSTANOIDES EN LA
RESPUESTA LA TXA:

El U46619 es un vasoconstrictor que actla a través de la activacion
del receptor TP. Diversos estudios han demostrado que los efectos de los
estrogenos sobre la contraccion al U46619 son complejos: en unos no
modifican la respuesta contractil (Darblade y cols., 2002; Miller y Vanhoutte,
1990; Zhang y Davidge, 1999), en otros la atentan (Thompson y Weiner,
1997; Wang y cols., 2014) y en otros la potencian (Farhat y Ramwell, 1992;
Martorell y cols., 2009; Song y cols., 2006; Vargas y cols., 1995). En nuestro
estudio en aorta de ratonas SAMR1, la contraccién inducida por el U46619
no se modifico por la ovariectomia ni por el tratamiento con E2. Sin
embargo, en ratonas SAMP8, la ovariectomia increment6 la contraccién al
U46619, aumento que fue revertido por el E2. Estos resultados suponen un
nuevo ejemplo de la compleja modulacion de la contraccion al U46619 por
los estrogenos. En vasos en los que todavia no se han producido
alteraciones vasculares inducidas por el envejecimiento (SAMR1), los
estrogenos no modifican la contraccion al U46619, mientras que en aquéllos
en los que se ha producido disfuncién vascular asociada al envejecimiento
(SAMPS8), la ausencia de estrbgenos provoca un incremento de la
contraccion y el E2 revierte los efectos de la ovariectomia, pero no los del

envejecimiento.

Las alteraciones en la contraccion al U46619 inducidas por el
envejecimiento o los estrogenos podrian estar mediadas por el NO. De
hecho, la inhibicién de la NOS increment6 la respuesta al U46619 en aorta
de ratonas SAM, incremento que fue menor en las SAMPS8, indicando que
con la senescencia hay una menor biodisponibilidad de NO en respuesta al
U46619. Estos resultados son consistentes con observaciones previas en
las que el envejecimiento induce una menor biodisponibilidad de NO (Collins
y Tzima, 2011; Taddei y cols., 1997, 1995). Por otra parte, la pérdida de los
estrégenos abolid la participacion del NO en la contraccion al U46619 tanto

en ratonas SAMR1 como en ratonas SAMPS8. El tratamiento con E2
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restablecio los efectos de la ovariectomia sobre biodisponibilidad de NO,
pero no los del envejecimiento. Estos resultados sugieren la existencia de
alteraciones a nivel vascular inducidas por el envejecimiento que no serian
revertidas por la presencia de los E2 (Sherwood y cols., 2007). Los
resultados concuerdan con los obtenidos en arteria coronaria de cobayas
ovariectomizadas donde la administracion cronica de E2 disminuye la
contractilidad de la arteria coronaria al U46619 a travées de la sintesis de NO
(Thompson y Weiner, 1997). Sin embargo, son contradictorios con los
obtenidos en arteria mesentérica de ratas ovariectomizadas donde el E2 no
modifica la sintesis de NO en respuesta al U46619 (Zhang y Davidge,
1999). De nuevo aparecen distintos resultados dependiendo de la especie y

lecho vascular estudiado.

La disminucion en la biodisponibilidad de NO explica muchas de las
alteraciones vasculares asociadas al envejecimiento y a la falta de
estrégenos, aunque en el control de la funcién vascular también podrian
participar otras moléculas. En la regulacion del tono vascular, los factores
derivados de COX son particularmente importantes ya que pueden inducir
tanto relajacion (PGlz) como contraccion (TXAz2 y PGHz) vascular. En vasos
de individuos jovenes y sanos hay una mayor produccién de factores
relajantes derivados de COX (Tang y Vanhoutte, 2008) y el tratamiento
cronico con estrogenos aumenta la sintesis de PGlz en arterias cerebrales
de pequeno calibre y en células endoteliales de arterial pulmonar (Jun y
cols., 1998; Ospina y cols., 2002; Sherman y cols., 2002). Ademas, los
estrégenos provocan cambios en el funcionamiento de la COX, que pasa de
producir sustancias vasoconstrictoras a vasodilatadoras (Ospina y cols.,
2003).

Para determinar el potencial efecto de los productos de la COX
sobre la contraccidén al U46619 se inhibi6 la via con indometacina. En aorta
de ratonas SAM, la indometacina disminuyd la contraccion al U46619 en
todos los grupos, indicando que la activacién del receptor TP induce la

liberacion de sustancias contractiles derivadas de la COX. En arterias
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mesentéricas de resistencia de rata se ha demostrado que la contraccion
inducida por el U46619 depende casi exclusivamente de derivados
contractiles de la COX (Bolla y cols., 2004). Ademas, estas sustancias
contractiles derivadas de la COX también participan de forma importante en
la contraccion inducida por diferentes estimulos como la angiotensina Il
(Silldorff y cols., 2002), la endotelina-1 (White y cols., 2002), y la fenilefrina
(Bollay cols., 2002).

La participacidén de las sustancias contractiles derivadas de la COX
se increment6 con la senescencia, puesto que en ratonas SAMP8 la
indometacina produjo una mayor inhibicién de la contracciéon al U46619. Es
bien conocido que el envejecimiento induce un incremento en la produccién
de sustancias vasoconstrictoras dependientes de COX, que lleva a un
aumento de la contraccion vascular (Davidge, 2001; Davidge y cols., 1996;

Rodriguez-Manias y cols., 2009; Taddei y cols., 1997).

A nivel vascular, los estrbgenos modifican la produccién de
sustancias vasoactivas derivadas de la COX (Davidge, 2001). En aorta de
ratonas SAM, la ovariectomia indujo una mayor participacion de sustancias
contractiles inducida por la COX en respuesta a la activacion del receptor
TP con U46619, aumento que fue mayor en las ratonas SAMPS8. El efecto
de la ovariectomia en la modulacibn de la sintesis y liberaciébn de
prostanoides revirtié con el tratamiento con E2 en ambas cepas, pero no

afectd al efecto del envejecimiento.

En ratonas SAM la inhibicién conjunta de la NOS y la COX mediante
el tratamiento con L-NAME e indometacina no modificd la contraccién al
U46619. Estos resultados sugieren una compleja modulacion de la
respuesta vascular al TXAz por el NO y los prostanoides. Dicha modulacion
se mostré influenciada tanto por el envejecimiento como por la falta de
estroégenos. La relacion entre ambas rutas se ha observado en diferentes
lechos vasculares que demuestran una estrecha interaccion entre el NO y

los prostanoides (Cuzzocrea y Salvemini, 2007; Farb y cols., 2014; Mollace
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y cols., 2005; Rosado y cols., 2012; Taddei y cols., 1997). Los resultados
obtenidos en las ratonas Sham y ovariectomizadas tratadas con E2
sugieren la existencia de un balance entre la vasodilatacién inducida por el
NO derivado de la NOS vy las prostaglandinas contractiles derivadas de la
COX, que regulan la contraccion al U46619. En ratonas ovariectomizadas el
balance se desplaza hacia una menor biodisponibilidad de NO y/o una
mayor participacion de prostaglandinas contractiles. La participacion del NO
sOlo se observa en presencia de indometacina, indicando que la funcion
ovarica regula la biodisponibilidad del NO a través de la actividad de la
COX.

En ratonas ovariectomizadas, el incremento observado de la
actividad de la NOS cuando la COX esté inhibida es un resultado que ilustra
la compleja relacién entre las dos vias. En diversas situaciones patologicas
se ha demostrado que la actividad de la COX produce una menor
biodisponibilidad de NO. La inhibicién de la COX incrementa la relajacién
mediada por el NO en pacientes hipertensos (Taddei y cols., 1997), con
insuficiencia renal crénica (Annuk y cols., 2002) y en sujetos obesos (Farb y
cols., 2014). Ademas, se ha demostrado que la activacion del receptor TP
disminuye la actividad de la eNOS y la sintesis de NO (Ashton y Ware,
2004; Liu y cols., 2009).

Por otra parte, la COX también esta implicada en la produccién
endotelial de especies reactivas de oxigeno durante su actividad, los cuales
son un factor clave en la generacion de contracciones dependientes de
endotelio (Tang y cols., 2007; Tang y Vanhoutte, 2009; Yang y cols., 2002) y
en la disminucién de la biodisponibilidad de NO (Rubanyi y Vanhoutte,
1986).

5.2.2. GENERACION DE O> VASCULAR

Durante el envejecimiento se produce un incremento en los niveles
de moléculas con caracter oxidativo implicadas en una gran cantidad de

procesos fisiopatologicos. A nivel vascular, el aumento de moléculas
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oxidantes en el endotelio altera procesos de gran importancia como la
regulacion del tono vascular, la permeabilidad vascular e infiltracion de
células inflamatorias hacia el interior de la pared vascular (Bachschmid y
cols., 2013; Bottino y cols., 2015; Ritchie y cols., 2017; Wadley y cols.,
2013). Entre las sustancias oxidantes, el O2" es una molécula oxidante de

gran interés a nivel vascular.

Diversos estudios establecen un papel prioritario del estrés oxidativo
en la disfuncién endotelial asociada al envejecimiento (Eskurza y cols.,
2004; Taddei y cols., 2001) y han proporcionado evidencias directas de una
relacion entre los marcadores oxidativos en células endoteliales y la
disminucién de la dilatacion vascular dependiente del flujo asociada al
envejecimiento (Donato y cols., 2007). Esta ampliamente aceptado que el
aumento de estrés oxidativo, particularmente el O2, reduce la
biodisponibilidad del NO e inhibe su principal diana, la guanilato ciclasa
soluble (Feletou y Vanhoutte, 2006).

En las ratonas SAM, los niveles de O2 en secciones arteriales
mostro la existencia de un aumento significativo de los niveles basales de
O2" con la senescencia acelerada. Estos resultados concuerdan con los
descritos en arterias mesentéricas humanas aisladas de sujetos ancianos

que tenian niveles elevados de Oz (Rodriguez-Mafas y cols., 2009).

En ratonas SAMR1 ni la ovariectomia ni el tratamiento con E2
modificaron la produccion basal de Oz Por el contrario, en ratonas SAMP8
la ovariectomia incrementé los niveles basales de Oz, incremento que fue
revertido por el tratamiento con E2. De forma similar, la ovariectomia en
ratas hipertensas causa un aumento de los niveles de ROS que revierte con
el tratamiento con E2 (Wassmann y cols., 2001). Diferentes estudios han
demostrado la influencia del sexo sobre los niveles de ROS a nivel
fisiologico, siendo estos inferiores en las hembras (Brandes y Mugge, 1997;

Miller y cols., 2007). Ademas, se ha relacionado la presencia de elevados
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niveles de ROS en mujeres postmenopausicas, cuando es patente un
descenso de los niveles de hormonas sexuales, concretamente de los

estroégenos (Kander y cols., 2017; Vassalle y cols., 2012).

Estos resultados corroboran el papel antioxidante de los estrogenos
tanto in vivo como in vitro a través de un efecto inhibidor en la produccién y/
o eliminacion de ROS (Hermenegildo y cols., 2002; Sudoh y cols., 2001).
Ademas, el tratamiento con estrébgenos en animales ovariectomizados
protege al NO de su oxidacion por las ROS (Keaney Jr. y cols., 1994;
Sudoh y cols., 2001). Existen evidencias que indican una contribucion
directa del estrés oxidativo en la disfunciébn endotelial asociada a la
deficiencia de estrogenos en mujeres postmenopdusicas (Moreau y cols.,
20183; Virdis y cols., 2000).

El TXA2 induce la formacion endégena de O2" que puede tener una
importante repercusidon en la fisiologia vascular. La incubacion de células
endoteliales humanas y porcinas con U46619 aumenta la formacion de Oz a
través de la NADPH oxidasa (NOX) (Muzaffar y cols., 2011, 2004). En
células de musculo liso vascular, el U46619 aumenta la expresién de NOX-1
y NOX-2 (Haba y cols., 2009; Koupparis y cols., 2005). Por lo tanto, el TXA2
ademas de actuar como un factor contractil derivado del endotelio, también
puede ser un factor etiolégico de la disfuncion endotelial "clasica", es decir,
disminuye la biodisponibilidad y/o las acciones del NO. De hecho, en las
arterias pulmonares porcinas, la relajacion a la acetilcolina y al nitroprusiato
sodico, un dador de NO, se reducen en arterias contraidas con U46619 en
comparacion con las contraidas con noradrenalina o endotelina-1 (Perez-
Vizcaino y cols., 1997). En conjunto, estos hallazgos indican que el TXAz
induce un ciclo de retroalimentacidn positiva a través del cual se mantiene la

formacion de ROS y la vasoconstriccion.

El U46619 increment6 los niveles de Oz en aorta de todos los
grupos de estudio. En los grupos Sham, este incremento fue mayor en las

SAMPS8, sugiriendo que la senescencia favorece la generacién de O2". El
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mayor incremento de los niveles de O2" en respuesta al U46619 de las
ratonas senescentes sugiere que el envejecimiento podria generar un
entorno prooxidante que induciria disfuncién endotelial. Estudios previos
han demostrado que el TXA:z incrementa los niveles de Oz y disminuye la
biodisponibilidad de NO (Zhang y cols., 2011). Ademas, este incremento de
Oz inducido por el U46619 estaria modulado por los estrégenos ya que, con
la ovariectomia, ambas cepas SAM registraron un aumento de Oz que fue
mayor en las ratonas SAMP8. El tratamiento con E2 revirtié el incremento
del Oz inducido por el U46619, manteniendo las diferencias asociadas al

envejecimiento.

Mediante la utilizacion del antioxidante tempol, un mimico de la
superoxido dismutasa que elimina el Oz (Offer y cols., 2000; Simonsen vy
cols., 2009), se comprobé que la fluorescencia detectada en la pared
vascular era debida al O2". El tratamiento con tempol permitié confirmar la
especificidad de la tincion con DHE y descartar posibles interferencias
derivadas de la autofluorescencia del tejido vascular. La incubaciéon con
tempol disminuy6 los niveles de fluorescencia en todos los grupos de
estudio, asi como el incremento inducido por el U46619, confirmando que
las medidas realizadas eran debidas a la produccién de Oz por la pared

vascular.

La participacion del receptor TP en el incremento de la produccion
de O2" se confirm6 farmacol6gicamente con el antagonista del receptor TP
GR32191B (Lumley y cols., 1989). EI bloqueo del receptor TP aboli6 el
incremento de Oz inducido por el U46619 en todos los grupos de estudio,
indicando que la activaciébn del receptor TP la que desencadena el
incremento de O2". Estudios previos en células endoteliales en cultivo y en
aorta de ratdbn muestran que a través del receptor TP se aumenta la
produccion de Oz siendo éste un potente promotor de disfuncion endotelial

(Zhang y cols., 2011).
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Experimentos previos realizados por el grupo de investigacion
demuestran que la senescencia acelerada y la ovariectomia incrementan la
expresion proteica de receptores TP en aorta de ratonas SAMP8 (Novella y

cols., 2010). Este incremento en la densidad de receptores TP en la
senescencia podria estar relacionado con cambios en los niveles de Oz y

con el aumento de la respuesta contractil al U46619.

Diferentes enzimas estén implicadas en el incremento de ROS a
nivel celular. En condiciones fisiologicas, una de las principales enzimas
oxidantes en la pared vascular es la NOX. También participan las
mitocondrias y otros enzimas como la xantina oxidasa y la NOS
desacoplada (Donato y cols., 2015; Landmesser y cols., 2003; Ray y cols.,
2012). Ademas, la COX esta implicada en la produccion endotelial de O,
que es un factor clave en la contraccion dependiente de endotelio (Tang y
cols., 2007; Tang y Vanhoutte, 2009; Yang y cols., 2002) y la disminucion de
la biodisponibilidad de NO (Rubanyi y Vanhoutte, 1986).

Para profundizar en las vias activadas por el receptor TP que
incrementan los niveles de O2" durante el envejecimiento y la ausencia de
estroégenos, se analizd la posible participacion de la NOX. La apocinina no
modificd los niveles basales de Oz en ningun grupo de estudio. Estudios
previos en ratonas SAM realizados por el grupo de investigacion
demuestran un descenso de la actividad de la NOX inducida por los
estrégenos en ratonas SAMR1 y un aumento en las SAMP8 (Novensa y
cols., 2011), sin embargo, estos cambios no se traducen en los niveles

basales de Oz observados en nuestro estudio.

La apocinina es un inhibidor de NOX particularmente interesante. El
compuesto en si no es un inhibidor de la NOX, sino més bien un profarmaco
con acciones antioxidantes (Heumuller y cols., 2008). En su activacion por
peroxidasas, la apocinina forma un radical que forma aductos con p47prhox
(Ximenes y cols., 2007) y también forma polimeros de apocinina, que

actian como inhibidores de la NOX a través de un mecanismo de accion
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desconocido (Mora-Pale y cols., 2012). Es importante destacar que la
activacion de la apocinina da como resultado la formacion de un radical vy,
por lo tanto, puede inducir estrés oxidativo (Riganti y cols., 2006). Por lo
tanto, los datos obtenidos con apocinina se deben interpretar con mucha

cautela (Brandes y cols., 2014).

En células endoteliales aérticas el TXA2 a través de su receptor TP
activa a la NOX (Zhang y cols., 2011). En ratonas SAMR1 la apocinina no
modificd el incremento de Oz inducido por U46619, mientras que en las
SAMP8 Sham y ovariectomizadas lo inhibié parcialmente (~ 20%),
sugiriendo un papel del envejecimiento y la pérdida de estrégenos en la
activacion de la NOX. El tratamiento con E2 elimind la participacion de la
NOX en la produccion de O2". Aunque los efectos de la apocinina hay que
interpretarlos con cautela, indican la presencia de otras fuentes distintas a la

NOX que producirian O2" cuando son activadas por el U46619.

Entre las posibles vias que podrian participar en la produccion de
Oz se analiz6 la de la COX en el eje TXA2 — TP — Oz. La COX puede ser
una fuente de Oz durante la sintesis de prostaglandinas o el metabolismo
de peroéxidos debido a su capacidad de oxidar sustancias como la NADPH
(Kukreja y cols., 1986; Wolin, 2000). De hecho, la activacién de la COX es la
principal fuente de Oz en la corteza cerebral tras un proceso de isquemia/
reperfusion (Armstead y cols., 1988). Ademas, la COX tiene un mecanismo
inusual de activacion por perdxidos, que implica la oxidacion de su grupo
hemo a una forma que cataliza la generacién de prostaglandinas y el
peréxido producido (PGG2) ayuda a mantener su propia produccion (Wei y
cols., 1995). La disponibilidad de peroxidos, incluido el H202, estimula la
actividad de la COX y es uno de los mecanismos mas importantes que
controlan la biosintesis de las prostaglandinas por parte de los tejidos

(Hemler y cols., 1979).
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En aorta de ratonas SAM la indometacina no modific6 los niveles
basales de Oz en ningun grupo de estudio, pero inhibié el incremento de Oz

inducido por el U46619. Estos resultados descartan a la COX como

responsable de los niveles basales de O2. Sin embargo, su actividad, bien
por generar Oz 0 sustancias que favorezcan su produccion, es responsable
del incremento de los niveles de Oz inducido por el U46619 y de sus

variaciones por el envejecimiento y la pérdida de estrogenos.

El eje TXA2>-TP-COX a través de la formacion de Oz se presenta
como una via que disminuye la biodisponibilidad de NO y cuya importancia
aumenta durante el envejecimiento y la falta de estrégenos en el modelo de
envejecimiento y menopausia en ratonas SAM. Los siguientes estudios se
disefiaron con la intencién de determinar la isoforma de la COX implicada

en estos eventos.

5.2.3. CONTRIBUCION DE COX-1Y COX-2 EN LA RESPUESTA
LA TXA2

La COX-1 y COX-2 se expresan en las células endoteliales y de
musculo liso vascular, y sus niveles de expresion son 20 veces mas altos en
las células endoteliales que en las de musculo liso (DeWitt y cols., 1983). En
el endotelio, ambas isoformas se expresan constitutivamente (Doroudi y
cols., 2000; Funk y FitzGerald, 2007). Sin embargo, también son inducibles
por estimulos como el estrés de flujo (Doroudi y cols., 2000; Topper y cols.,
1996). Las células endoteliales expresan COX-1 de forma preferente a
COX-2 (Kawka y cols., 2007; Onodera y cols., 2000), aunque ambas estan
involucradas en las alteraciones de la respuesta vascular dependiente de
endotelio (Heymes y cols., 2000). En la presente Tesis la participacién de
cada isoforma en la respuesta contractil al U46619 se estudid
farmacol6gicamente mediante el inhibidor especifico de la COX-1, SC560 y
el de la COX-2, celecoxib.
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En aorta de ratonas SAM, el SC560 no modific6 la contraccion al
U46619 en ningun grupo de estudio, descartando una posible participacion
de la COX-1 en el descenso de la vasoconstriccibn observada con la
indometacina. Cuando se inhibi6é la COX-1 junto a la NOS, el U46619 causé
un incremento de la contraccion en todos los grupos. Este incremento fue
similar al mostrado previamente con L-NAME a excepcion de las ratonas
ovariectomizadas, que aumentaron la contraccién al U46619. El incremento
de la contraccién al U46619 en aorta de ratonas ovariectomizadas sugiere
una contribucién de la COX-1 en la disminucién de la biodisponibilidad de

NO inducida por la pérdida de estrogenos.

El andlisis de la expresion génica y proteica de la COX-1 en aorta
de ratonas SAMR1 y SAMP8 demostr6 que los niveles de mRNA de COX-1
no se modificaron por el envejecimiento ni por los estrégenos. Sin embargo,
la expresién proteica de COX-1 disminuy6 en los grupos ovariectomizados y
tratados con E2. Estos resultados contrastan con estudios moleculares
realizados en células endoteliales de ratas envejecidas que muestran un
aumento en los niveles de mRNA de COX-1 (Tang y Vanhoutte, 2008).
Ademas, el E2 incrementa la expresion de la COX-1 en células endoteliales
(Gibson y cols., 2005; Jun y cols., 1998; Ospina y cols., 2002). También se
ha demostrado una elevada expresion proteica de COX-1 en arterias (Matz
y cols., 2000) y en células vasculares (Tang y Vanhoutte, 2008) obtenidas de

ratas envejecidas.

Por el contrario, los resultados concuerdan con los obtenidos en
aorta de ratas ovariectomizadas, en las que la ovariectomia no modifica la
expresion de COX-1 (Martorell y cols., 2009), aunque otros estudios han
descrito una disminucion de su expresion (Korita y cols., 2004). Estas
discrepancias podrian ser debidas a las diferentes condiciones
experimentales, ovariectomia frente a administracion aguda de estrégenos
en ceélulas en cultivo, edad a la que se realiz6 el estudio, tiempo de la
ovariectomia, etc. En el modelo descrito en la presente Tesis se han

comparado ratonas de 6 meses de edad con un mes de evolucién tras la

148



Discusion

ovariectomia con ratonas con el ciclo intacto, en las que los ovarios liberan
diferentes hormonas o factores ovaricos que podrian estar involucrados en
la regulacion vascular (Arias-Loza y cols., 2006). Sin embargo, las ratonas

ovariectomizadas Unicamente se trataron con E2.

La inhibicion de la COX-2 disminuy6 la contraccion al U46619 en
todos los grupos de estudio. Esta disminucion fue mayor en ratonas SAMP8
indicando una mayor participacién de sustancias contractiles derivadas de la
COX-2 en ratonas senescentes. La COX-2 parece ser la isoforma
predominante implicada en el incremento de la respuesta contractil asociada
al envejecimiento (Stewart y cols., 2000). En ratonas SAMR1 la contribucion
de las sustancias contrictiles derivadas de la COX-2 no fue afectada por los
estroégenos. Por el contrario, en ratonas SAMP8 la ovariectomia aumentd
las sustancias contractiles derivadas de la COX-2, incremento que fue

revertido por el tratamiento con E2.

El estudio de la interaccion de la COX-2 con la NOS se realizd
mediante la inhibicion con celecoxib y L-NAME. En ratonas SAMR1, la
inhibiciébn de ambas rutas no modificd la contraccion al U46619 en ningun
grupo. Los resultados obtenidos en las ratonas SAMR1 Sham vy
ovariectomizadas tratadas con E2 sugieren la existencia de un balance
entre la vasodilatacion inducida por el NO derivado de la NOS vy las
prostaglandinas contractiles derivadas de la COX-2, que regulan la
contraccion al U46619. En ratonas SAMR1 ovariectomizadas el balance se
desplaza hacia una menor biodisponibilidad de NO y/o una mayor
participacién de prostaglandinas contractiles. La participacion del NO sélo
se observa en presencia de celecoxib, indicando que la funcién ovarica

regula la biodisponibilidad del NO a través de la actividad de la COX-2.

En las ratonas SAMPS, la incubacion conjunta de celecoxib y L-
NAME disminuyd la contraccién al U46619. Al igual que en SAMR1 se
observa una disminucién en la biodisponibilidad del NO y un aumento de

prostaglandinas contractiles. En ratonas ovariectomizadas, cuando se
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bloquean las dos rutas se observa un aumento en la biodisponibilidad del
NO, lo que sugiere que en ausencia de la modulacion mediada por NOS y
COX-2 las diferencias observadas entre ratonas SAMR1 y SAMP8 son

debidas a mecanismos dependientes del envejecimiento.

La COX-2 desempefia un importante papel en la regulacién del tono
vascular de aorta de hamsteres jévenes que muestran contracciones
dependientes del endotelio mediadas por el receptor TP que aumentan en
hédmsteres viejos (Wong y cols., 2009). Asimismo, una inhibicién de la
COX-2 restablece la relajacion dependiente del endotelio a valores
normales y anula las contracciones inducidas por la acetilcolina en
pequefias arterias mesentéricas de ratas viejas (Alvarez de Sotomayor y
cols., 2007). Se ha descrito que el envejecimiento vascular se acompafia de
un fenotipo proinflamatorio (El Assar y cols., 2013), que podria conducir a
una mayor expresion de COX-2, lo que ha sido confirmado por varios
estudios llevados a cabo en diferentes modelos de envejecimiento (Heymes
y cols., 2000; Matz y cols., 2000). La expresidon de COX-2 aumenta en
muchas enfermedades relacionadas con el envejecimiento, asi como en
tejidos humanos y de ratones viejos. Por este motivo se ha involucrado a la
COX-2 en el proceso de envejecimiento y se la ha propuesto junto a sus
vias de sefializacibn como posibles dianas terapéuticas para prevenir el
envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad (Kim y cols.,
2016).

En aorta de ratonas SAM no se modifico la expresidn génica y
proteica de la COX-2, excepto en el grupo de ratonas SAMPS8
ovariectomizadas, donde confluyen los efectos del envejecimiento y la falta
de estrégenos. La aparicidn de diferencias en este grupo sugiere que el
envejecimiento y la ausencia de estrogenos tienen efectos sinérgicos que
inducen la expresion de COX-2. Probablemente a edades més avanzadas
se podria observar un incremento en la expresién de COX-2, como ha sido

descrito en células endoteliales de ratas viejas (Tang y Vanhoutte, 2008). El
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tratamiento con E2 revirtié los efectos de la ovariectomia, pero no los del

envejecimiento.

Por otra parte, se ha descrito que la ovariectomia aumenta la
expresion de la COX-2 en aorta de ratas (Martorell y cols., 2009) asi como
un aumento de la formacién de Oz (Sagredo y cols., 2007), lo que podria

inducir a su vez una mayor expresion de COX-2 (Feng y cols., 1995).

Los resultados funcionales obtenidos en aorta de ratonas SAM
muestran una participacion conjunta de COX-1 y COX-2 en la respuesta
contractil al U46619. Mientras la actividad de la COX-1 inducida por el
U46619 se pone de manifiesto por una menor biodisponibilidad de NO
cuando hay una pérdida de estrogenos, la COX-2 muestra una mayor
activacion durante el envejecimiento que se incrementa con la ausencia de

estroégenos.

Por otra parte, se determiné la contribucién de COX-1 y COX-2 en
la produccién de Oz basal e inducida por el U46619 en secciones arteriales
en presencia de SC560, celecoxib y ambos inhibidores conjuntamente. La
inhibicién de la COX-1 no modificé los niveles basales de Oz pero anulé el
incremento de Oz inducido por el U46619 en las ratonas SAM de los grupos
Sham y ovariectomizadas tratadas con E2. En cambio, en los grupos de

ratonas ovariectomizadas, revirti6 parcialmente el incremento inducido por
el U46619.

La inhibicibn de COX-2 no alter6 la produccion basal de Oz en

ningin grupo de estudio. El incremento de O2 inducido por el U46619
tampoco se modificd con la inhibicibn con celecoxib en ratonas Sham y

ovariectomizadas tratadas con E2 de ambas cepas, indicando que la COX-2
no altera los niveles de Oz inducidos por la activacion del receptor TP. Sin
embargo, en las ratonas ovariectomizadas el celecoxib disminuyé
parcialmente el Oz inducido por el U46619, lo que sugiere una participacion

de la COX-2 en la generacion de O2" en ausencia de estrogenos. La COX-2
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es la isoforma que contribuye activamente a la produccion de O2" vascular
en la hipertension esencial (Virdis y cols., 2013). Diversos datos
experimentales identifican a esta isoforma como una importante fuente
vascular de ROS (Leopold y Loscalzo, 2005; O’Banion, 1999). De hecho,
datos clinicos indican que la inhibicion de la COX-2 reduce la concentracion
plasmatica de LDL oxidada, un marcador de peroxidacion lipidica (Gay y
cols., 2001).

El tratamiento conjunto con ambos inhibidores, SC560 y celecoxib,
inhibi6é el aumento de los niveles de Oz vascular en respuesta al U46619 en

todos los grupos de estudio, coincidiendo con los resultados previos

obtenidos con el tratamiento con indometacina. En conjunto, los resultados
sugieren que el aumento de los niveles de O2 inducido por el U46619

procederia de COX-1 en presencia de estrdgenos y de COX-1 y COX-2 en

ausencia de estrogenos.

5.3. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Para una adecuada interpretacion de los resultados mostrados en la
presente Tesis hay que tener en cuenta que se ha utilizado un modelo
murino de envejecimiento que presenta un patrbn de senescencia
acelerada, pudiendo manifestar alteraciones moleculares diferentes a las
del envejecimiento en humanos o otros modelos murinos con un
envejecimiento normal. Por otra parte, se ha inducido una menopausia
experimental mediante ovariectomia con el objetivo de obtener un modelo
de estudio que permita simular las alteraciones vasculares que se suceden
en las mujeres a partir de la menopausia. La cirugia se realiz6 debido a que,
a diferencia de los humanos, los roedores no muestran una senescencia
reproductiva hasta las etapas finales de su vida, manteniendo elevadas

concentraciones de E2 en sangre.

En la realizacién de los experimentos se han utilizado preparaciones

arteriales aisladas con el objetivo de estudiar alteraciones asociadas al
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envejecimiento y a los estrégenos. La extrapolacion de los resultados
obtenidos en ratones a humanos no siempre es directa a pesar de existir
grandes similitudes, pero podrian haber diferencias en la regulacion
vascular entre las dos especies. Ademas, cualquier experimento in vitro
relacionado con la respuesta vascular debe ser valorado con cautela
cuando se intenta extrapolar a la situacion in vivo, debido especialmente a
la ausencia de la regulacion neurohumoral y del flujo sanguineo, que estan
presentes en el organismo vivo. La existencia de mecanismos
compensatorios a una respuesta que puedan suceder in vivo sélo puede
observarse en el vaso aislado como manifestaciones limitadas al propio
organo efector, en nuestro caso la pared vascular. A pesar de ello, su
estudio sigue siendo necesario para poder conocer los mecanismos
moleculares implicados en las alteraciones vasculares inducidos de forma
individualizada por farmacos. En este sentido, la presencia de reflejos y
otras adaptaciones cardiovasculares in vivo constituye casi siempre una
limitacién cuando se quiere valorar la respuesta del 6rgano efector, mas aun
cuando se pretende estudiar los efectos de farmacos o sustancias que

afectan diversos érganos de forma simultanea y coordinada.

5.4. IMPLICACIONES CLINICAS

El envejecimiento y las enfermedades cardiovasculares se asocian
con multiples alteraciones vasculares que conducen a disfuncion endotelial,
que a menudo implican la activacion de la COX y el estimulo del receptor
TP. En general, la produccion de EDCF no influye significativamente en la
presion arterial sistémica, pero la activacion de TP amplifica la disfuncion
endotelial (Feletou y cols., 2009). Dado que en la mayoria de los casos la
activaciéon de los receptores TP es el efector, los antagonistas selectivos de
este receptor podrian ser de interés terapéutico en el tratamiento de los
trastornos cardiovasculares. En pacientes con enfermedad coronaria, la
disminucién en la vasodilataciéon del antebrazo inducida por acetilcolina y

flujo se restablece mediante la administracion de un antagonista del
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receptor TP (Belhassen y cols., 2003). En pacientes con enfermedad
coronaria severa, la inhibicion de COX-2 también mejor6 la dilatacion
mediada por flujo (Chenevard y cols., 2003). Estos resultados indican que la
COX-1, COX-2 o ambas isoformas pueden contribuir a la disfuncion

endotelial, como se ha observado en modelos animales.

Los resultados en ratonas SAM mostrados en la presente Tesis
aportan conocimientos de los mecanismos subyacentes al fenotipo

vasoconstrictor asociados al envejecimiento y la pérdida de estrogenos.
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Conclusions/Conclusiones

6.1. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la presente Tesis se puede concluir que:

1.La cepa de ratonas SAMP8 presenta caracteristicas fenotipicas vy
alteraciones funcionales similares a las observadas en humanos durante
el envejecimiento, mostrando un incremento de la contraccién vascular

asociada a la disfuncion endotelial antes que la cepa control SAMR1.

2.La ovariectomia causa una disminucién en la biodisponibilidad de NO en
ambas cepas de ratonas que se restablece con el tratamiento con 178-
estradiol. Parte de esta disminucién podria ser causada por una
disminucién de la expresion de la eNOS con el envejecimiento y la falta de

estrogenos.

3.El tratamiento con indometacina muestra la participacién de la COX en el
mecanismo de contraccidbn mediado por el receptor TP e indica la

existencia de una modulacion de la biodisponibilidad de NO vascular a

través de la produccion de Oz

4.La COX-1 disminuye la biodisponibilidad del NO mediante la produccién
de O2 en ausencia de estrogenos tanto en ratonas SAMR1 como en

ratonas SAMPS.

5.La COX-2 participa en la contraccion al TXAz a través de la produccion de
sustancias vasocontrictoras que incrementan con el envejecimiento y la
falta de estrégenos. En ausencia de estrogenos, la activacion del receptor
TP induce la produccion de Oz derivados de la COX-2. Ademas, la

expresion del enzima aumenta en ausencia de estrogenos en ratonas
SAMPS.

6.En conjunto, los resultados implican al receptor TP en la disminucién de la
biodisponibilidad de NO endotelial inducida por el envejecimiento, efecto

que esta potenciado por la falta de estrégenos. Por ello, se propone al
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6.2. CONCLUSIONS

From the results shown in this thesis it might be concluded that:

1.The SAMP8 mouse strain presents phenotypic characteristics and
functional alterations similar to those observed in humans during
ageing, showing an increase in vascular contraction associated with
endothelial dysfunction that are manifested earlier than in the control
strain SAMR1.

2.0variectomy decreases NO bioavailability in both mice strains, which
is restored with 17B-estradiol treatment. This decrease, at least in
part, could be due to the decreased eNOS expression observed in

ageing and the lack of estrogen.

3.Indomethacin treatment shows the COX participation in the mechanism
of contraction mediated by the TP receptor activation, and reveals a

decreased NO bioavailability probably mediated through the increased

production of Oz,

4.COX-1 decreases NO bioavailability through the production of O2
during estrogen withdrawn in both SAMR1 and SAMP8 mice.

5.COX-2 participates in the contraction of TXAz through the production of
vasoconstrictor substances that are increased by ageing and estrogen
withdrawn. TP receptor activation induces COX-2 derived Oz
production in the absence of estrogens. Furthermore, COX-2

expression is increased in the absence of estrogens in SAMP8 mice.

6.0verall the results indicate a TP receptor involvement in the decreased
endothelial NO bioavailability during ageing, an effect that is enhanced
by the lack of estrogen. Therefore, TP receptor is proposed as a
possible therapeutic target for the improvement of vascular function in

menopausal women.
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ABSTRACT

The present study investigated the time-course for aging-associated effects on contractile and relaxing vascular
responses and nitric oxide (NO) production in the aorta from female senescence-accelerated resistant (SAMR1)
and prone (SAMPS8) mice. Both SAMR1 and SAMP8 were studied at three different ages: 3 (young), 6 (middle
age) and 10 (old) months. Concentration-response curves to phenylephrine (10~8 to 10~> M) or acetylcholine
(10~ to 10~> M) were performed in the aortic rings in the absence or in the presence of NO synthase (NOS) in-
hibitor L-NAME (10~* M). Protein and gene expression for endothelial NOS (eNOS) was determined by immuno-
fluorescence, Western blot and real-time PCR. Although we have not seen any difference in vascular responses
when comparing both strains at 3 months old, we found a significant aging-associated impairment of vascular re-
activity that follows a distinct time-course in SAMR1 and SAMPS. In SAMR1, increases in phenylephrine contrac-
tion and decreases in acetylcholine relaxation were only seen at 10 months old, while SAMPS8 displays altered
responses at 6 months that are further impaired at 10 months old. L-NAME treatment enhanced phenylephrine
contractions and completely inhibited acetylcholine relaxations in all age groups of SAMR1 and SAMP8. However,
the magnitude of increase in phenylephrine contraction by L-NAME was markedly reduced by aging and followed
a faster pace in SAMPS. Similar pattern of responses was observed in the time course for changes of eNOS expres-
sion, suggesting an earlier and more pronounced aging-associated decrease of NO production and eNOS expres-
sion in SAMPS. These results reveal that aging enhances contractile responses to phenylephrine and decreases
endothelium-dependent relaxation to acetylcholine in the aorta from female mice by a mechanism that involves
a decrease of NO production. This process occurs earlier in the aorta from SAMP8 mice, establishing these mice as
suitable model to study cardiovascular aging in a convenient and standard time course.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

young and middle ages women are at lower risk of cardiovascular dis-
ease as compared to their male peers. If known risk factors that influence

Aging is a physiological process associated with structural and func-
tional alterations in vasculature that increase cardiovascular morbidity
and mortality even in the absence of known cardiovascular risk factors
(Lakatta and Levy, 2003). Vascular aging is associated with endothelial
dysfunction, arterial stiffening and remodeling, impaired angiogenesis,
defective vascular repair, and with an increasing prevalence of athero-
sclerosis (Erusalimsky, 2009; Lakatta and Levy, 2003).

Data from clinical and basic research have established that vascular
aging in women does not follow the same chronology as in men
(Pereira et al, 2010; Shaw et al., 2006; Takenouchi et al., 2009). At

* Corresponding author at: Dept. of Physiology, Faculty of Medicine and Odontology, Av.
Blasco Ibafiez, 15, E 46010 Valencia, Spain. Tel.: +34 963864644; fax: + 34 96 3864642.
E-mail address: Pascual. Medina@uv.es (P. Medina).

0531-5565/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2013.08.003

cardiovascular aging are excluded (e.g. smoking, cholesterol, hyperten-
sion), males still display a pattern of progressive vascular aging at a faster
pace than do females (Pereira et al., 2010; Takenouchi et al., 2009).
Despite the great amount of studies to describe the pathophysiology of
vascular aging, most studies were conducted in the male vasculature.
Little information is available on the vascular effects of aging in females.

It is well established that vascular tone is shifted toward vasocon-
striction and endothelial dysfunction, yielding a hypertensive state
with aging (Schutzer and Mader, 2012). Large and growing segments
of the general population are age 65 or older, most of them are
women, and this percentage will continue to rise. Primary care of this
specific population is becoming a priority for clinicians and a major
public health issue. Hypertension, orthostatic hypotension, arterial in-
sufficiency, and atherosclerosis are common disorders in the elderly
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that lead to significant morbidity and mortality. A fundamental under-
standing of why a-adrenergic receptor-mediated contraction is im-
paired with age will provide new insights and innovative strategies
for the management of these disorders.

The senescence accelerated mouse prone strain (SAMP8) has been
shown to be one of the most appropriate models to study aging and
age-associated diseases (Takeda et al., 1997). It shows an age-related de-
terioration of learning and memory at an earlier age, compared with the
senescence-accelerated resistant strain (SAMR1) (Butterfield and Poon,
2005; Miyamoto, 1997). Vascular studies using these models are not
abundant, but few studies in male (Llorens et al, 2007) and female
(Novella et al., 2010, 2013; Novensa et al., 2011) mice have shown mor-
phological alterations and mechanical and endothelial dysfunction. To
clarify the evolution of vascular dysfunction with chronological aging
and accelerated senescence, we sought to determine the time-course
dependent evolution of acetylcholine-induced endothelium-dependent
relaxation and phenylephrine-induced contraction in mice at different
ages. We further investigated a possible causal relationship between
altered phenylephrine-induced contractions and the expression levels
of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), a purported essential com-
ponent of vascular function in aging aorta.

2. Material and methods
2.1. Experimental animals

The SAM model is a murine model of aging widely used in experi-
mental aging research (Takeda et al., 1997). Among the strains of SAM
mice, senescence-accelerated mice-resistant 1 (SAMR1) serves as a con-
trol exhibiting a normal aging phenotype. Senescence-accelerated
mice-prone 8 (SAMP8), on the other hand, exhibits an accelerated
aging phenotype with atherogenesis (Fenton et al., 2004) and endothe-
lial dysfunction (Llorens et al., 2007; Novella et al., 2010).

Female SAMR1 (n = 48) and SAMPS8 (n = 48) were obtained from
the breeding stock at Research Unit at School of Medicine, University of
Valencia and housed according to institutional guidelines (constant
room temperature 22 °C, 12 h light/dark cycle, 60% humidity, standard
mice chow and water ad libitum). All protocols were approved by the In-
stitutional Ethics Committee at the University of Valencia and conformed
to the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Labora-
tory Animals. Both SAMR1 and SAMP8 mice at 3 (n = 16 of each strain),
6 (n = 16 of each strain), and 10 (n = 16 of each strain) months old
were euthanized by anesthesia with isoflurane and the thoracic aorta
was harvested from the aortic arch to the diaphragm.

2.2. Determination of nitrites and nitrates

In the anesthetized mice, blood samples (0.5 ml) were collected
by cardiac puncture and plasma was separated by centrifugation
at 1200 xg for 10 min. The levels of nitric oxide (NO) metabolites
(NO3 /NO3") were determined in the plasma by a commercial colori-
metric assay kit (Cayman Chemical Company) following the supplier's
instructions.

2.3. Isolated mouse aorta preparation

For functional studies, the thoracic aorta (n = 10 mice per group)
was excised, placed immediately in iced-cold Krebs-Henseleit solution
and cleaned of surrounding tissue. Rings (4-mm long) were cut for iso-
metric recording of tension. Outside diameter of the rings was mea-
sured using an ocular micrometer within a Wild M8 zoom microscope
(Heerbrugg, Switzerland) and ranged from 0.8 to 1 mm. Typically,
four rings per mouse were studied.

Two stainless-steel holders (100 pm in diameter) were introduced
through the arterial lumen and placed in a 4 ml tissue bath containing
modified Krebs-Henseleit (in mM: NaCl 115; KCl 4.6; KH,PO4 1.2;

MgCl, 1.2; CaCl, 2.5; NaHCO3 25; glucose 11.1; EDTA 0.01, pH 7.3-7.4)
kept at 37 °C and aerated with 95% 0,/5% CO, for isometric force mea-
surements (Grass FT03, Grass Instruments Division Astro-Med, Inc.,
West Warwick, RI, US.A.). Changes in isometric force were recorded by
the use of the Chart v. 3.4/s software and a MacLab/8e data acquisition
system (ADInstruments, Castle Hill, Australia). Once the optimal resting
tension was reached (10 mN), the aortic rings were allowed to attain a
steady level of tension during a 1-hour equilibration period before test-
ing. Functional integrity of the endothelium was confirmed routinely
by the presence of relaxation induced by acetylcholine (10~7-10~° M)
during contraction obtained with phenylephrine (10~® M). Following
the equilibration period, arterial segments were exposed to receptor-
independent depolarizing agent KClI (60 mM) until the contraction
reached a stable plateau (10 to 20 min). After washout and return to
stable baseline, contractile responses were determined by cumulative
concentration-response curves to phenylephrine (10~% to 107> M).
In some experiments, rings were incubated for 15 min with N¢-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, 10~* M) before starting concentra-
tion-response curves to phenylephrine.

To test the endothelium-dependent responses, the aortic rings were
pre-contracted with phenylephrine (10~7-3 x 105 M). These concen-
trations of phenylephrine produced a stable contraction, corresponding
to 75-90% of the response induced by 60 mM of KCl and cumulative re-
laxation curves to acetylcholine (10~° to 10> M) were obtained in each
ring. In another series of experiments, the preparations with endotheli-
um were pre-incubated with L-NAME (10~# M) 15 min prior to the con-
centration-response curves to acetylcholine. The effects of sodium
nitroprusside (10~'" to 1077 M), an endothelium-independent
vasorelaxant and NO donor, were studied in vessels contracted with
3 x 10~ M of phenylephrine. After a stable contraction was obtained,
concentration-response curves were recorded. In all experiments the
concentration of phenylephrine required to precontract the arteries
was titrated to produce a similar level of precontraction.

24. Protein expression

In another set of animals (n = 6 mice in each experimental group)
half of the thoracic aorta was gradually frozen in Tissue-Tek OCT com-
pound (for protocols in the aortic section), and the other half was snap
frozen into liquid nitrogen (for mRNA and protein expression analyses).
Protein expression of eNOS was determined in the aortic sections from
SAMR1 and SAMPS8 mice by two semi-quantitative methods: immuno-
fluorescence and Western blot as previously described (Novella et al.,
2010). For immunofluorescence, the aortic sections (4 pm) were thaw-
mounted onto polylysine covered slides, fixed in acetone (15 min) and
blocked for 30 min with horse serum. Sections were incubated overnight
at 4 °C with anti-eNOS (Abcam — ab5589). Following washes, sections
were co-stained with 10 uM phalloidin (Sigma) and Alexa Fluor 488 con-
jugated goat anti-rabbit (Invitrogen). Coverslips were mounted on slides
using the ProLong Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen), and sec-
tions were visualized through a confocal microscope (Axiovert 2000, Carl
Zeiss Inc.) with a 40x objective lens (Zeiss). For each image, light was
passed through a different excitation filter: 1) 350 nm (for DAPI); 2)
490 nm (for Alexa 488); and 3) 590 nm (for phalloidin). Each aorta
was recorded in 3 different regions and results were expressed as an av-
erage of fluorescence elicited using Mac Biophotonic Image] software.

For Western blot analysis, equal amount of protein from each sample
(50 pg) was resolved by SDS-PAGE on 4-12% gels and electroblotted
onto nitrocellulose membranes. After 1 h blocking with 5% milk in
phosphate-buffered saline with 0.1% (v/v) Tween 20 (PBST), mem-
branes were incubated for 1h in PBST containing 5% milk and
the specified primary antibody:monoclonal anti-eNOS, 1:1000 (BD
Transduction Laboratories). After 4 washes with PBST, the membranes
were incubated for 1 h with a horseradish peroxidase-labeled goat
anti-mouse at a 1:2000 dilution in PBST containing 1% milk.
After 4 additional washes, the membranes were incubated with a
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chemiluminescent reagent according to the manufacturer's protocols
(SuperSignal West Pico, Pierce Chemical Co.), and chemiluminescent
signal was visualized by LAS-3000 Imaging System (Fujifilm).
Densitometric analyses of Western blots were performed using a Mac
Biophotonic Image] software. All membranes were re-blotted using a
monoclonal antibody anti-GAPDH (1:2500; Santa Cruz Biotechnology)
as loading control. Data were normalized to corresponding values of
GAPDH densitometry.

2.5. Gene expression by quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Total RNA was isolated and reverse transcribed as previously de-
scribed (Novensa et al.,, 2010). mRNA encoding eNOS was quantified by
qRT-PCR based on SYBR® Green fluorescence, using the GAPDH mRNA
as internal control. The specific primer sequences for mice were: eNOS
(NM_0087134) 5'-TGT CAC TAT GGC AAC CAG CGT-3’, 5'-GCG CAA
TGT GAG TCC GAA AA-3’ and GAPDH (NM_008084.2) 5'-ACC CCA GCA
AGG ACA CTG AGC AAG-3', 5'-TGG GGG TCT GGG ATG GAA ATT GTG-
3. Real-time PCR reactions were set following the manufacture's condi-
tions (Applied Biosystems). Ct values obtained for each gene were nor-
malized to Ct of housekeeping gene GAPDH (ACt) and converted to the
linear form using the term 2 — ACt, and expressed as 24,

2.6. Drugs

The following drugs were used: phenylephrine hydrochloride, ace-
tylcholine chloride, sodium nitroprusside dehydrate, and N¢-nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) were obtained from
Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). All drugs for vascular
reactivity studies were dissolved in Krebs solution. Stock solutions of
each drug were freshly prepared at the day of the experiment, and
kept on ice throughout the experiment.

2.7. Data analysis

Data are expressed as means + SEM. Contractions to phenylephrine
are shown as absolute tension (mN). Relaxation is expressed as the
percentage to the precontraction in response to phenylephrine
(3 x 107° M). The pD, (negative logarithm of the molar concentration
at which half-maximum contraction occurs) was determined from indi-
vidual concentration-response curves by non-linear regression analysis.
Differences in the vascular responses were compared by calculating the
area under the concentration-response curve (AUC). NO bioavailability
was evaluated by comparing the AUC for phenylephrine or acetylcholine
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obtained in the absence and presence of L-NAME. In each experimental
group n indicates the number of animals. Differences between mouse
strains (i.e. SAMR1 vs. SAMP8) and by experimental groups (i.e., 3 vs. 6
vs. 10 month-old groups) were analyzed by two-way ANOVA, and then
Bonferroni's test was performed. Statistical significance was accepted at
P < 0.05. The statistical analysis was carried out using the Prism 4 soft-
ware (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1. Age-dependent increase of contraction in response to phenylephrine

Phenylephrine caused a concentration-dependent contraction in the
isolated aortic rings from all groups (Fig. 1). The values for pD, were not
significantly different between the SAMR1 and SAMP8 and in all aging
groups (Table 1). When SAMR1 and SAMP8 were analyzed indepen-
dently, we found a chronological aging-associated increase in contrac-
tile responses. In SAMR1, the maximal contraction to phenylephrine
was significantly increased only when mice were 10 months old,
while SAMP8 displays augmented responses at 6 months that are fur-
ther increased at 10 months old (Table 1). Differences between strains
were also observed. At 6 months, maximal contractions in response to
phenylephrine were significantly enhanced in the aorta from SAMP8
compared to SAMR1. The difference between maximal responses of
the SAMP8 and SAMR1 groups was greater at 10 months old. Interest-
ingly, the magnitude of contractile responses in 10-month-old SAMR1
was comparable to that obtained from 6-month-old SAMP8 (Fig. 1
and Table 1).

3.2. Effects of NOS-inhibition on contractile responses to phenylephrine

In the aortic rings from all groups of both SAMR1 and SAMP8 mice,
treatment with the NOS inhibitor L-NAME (10~# M) markedly increased
contractile responses to phenylephrine (Fig. 2A and Table 1), although it
did not modify the sensitivity to phenylephrine (evidenced by pD,
values). The indirect evaluation of NO contribution to phenylephrine-
mediated contractions was evidenced by calculating the difference be-
tween the areas under the curves obtained in L-NAME-treated and
untreated (control) curves (Fig. 2B). Both SAMR1 and SAMP8 mice
presented an age-dependent reduction of the differences in the area
under the curve, suggesting an attenuation of NO release by phenyleph-
rine. This aging-associated reduction was faster in SAMPS, starting at
6 months and further increasing at 10 months old. Conversely, the
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Fig. 1. Concentration-response curves to phenylephrine in the aortic rings of 3-, 6-,and 10-month-old SAMR1 and SAMP8 mice. Each data point shows the mean + SEM fromn = 10 mice

for each group.
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Table 1

pD, values and maximal responses (Emax) to phenylephrine in the aortic rings of 3-, 6-,
and 10-month-old SAMR1 and SAMP8 mice groups in the absence (control) and in the
presence of L-NAME (10~% M).

Phenylephrine SAMR1 SAMP8
pD, Emax (mN) pD, Emax (mN)

Control

3 months 7.14 £ 0.15 49 £ 04 7.18 + 0.12 54+03

6 months 707 +£0.16 52+ 04 710 £ 014 71 +05%

10 months 705+ 010 654037  704+£010 95+ 047
L-NAME 10~* M

3 months 707 £ 012 96 + 06 714 £ 013 108 + 06"

6 months 702 +012 96+ 05 7154010 111 + 05F

10 months 708 £ 011 93 + 06 708 £ 009 114 + 05F

Values are means 4+ SEM. Maximal contraction is expressed as mN. n = 10 animals per
group.*P< 0.05 versus SAMR1 group with the same age, *P < 0.05 versus 3-month old
group of the same strain and treated group, P < 0.05 versus 6-month old group of the
same strain and treated group and P < 0.05 versus the same age and strain of control
group.

aging-associated decrease in NO contribution in SAMR1 was only at
10 months old (Fig. 2B).

3.3. Time course of the endothelium-dependent and NO-mediated relaxa-
tion to acetylcholine

Endothelium-dependent relaxation to acetylcholine did not differ
between the SAMR1 and SAMP8 groups at 3 months old (Fig. 3A and
Table 2). In SAMR1, decreases in acetylcholine-induced relaxation
were observed only in 10-month-old group. On the other hand,
SAMP8 displayed decreased endothelium-dependent responses at
6 months, which were further decreased at 10 months (Fig. 3A and
Table 2). Differences between strains were observed at 6 and
10 months. In these aging groups, maximal relaxations and sensitivity
(evidenced by pD, values) in response to acetylcholine were signifi-
cantly reduced in the aorta from SAMP8 compared to SAMRI1
(Table 2). Responses to acetylcholine in 10-month-old SAMR1 were
comparable to those obtained in 6-month-old SAMP8 (Fig. 3A and
Table 2). When the areas under the curve were analyzed, the NO-
mediated relaxation was attenuated in 6-month-old group of SAMP8
mice and further reduced in 10-month-old group (Fig. 3B). In SAMR1,
attenuation only was observed at 10 month-old group (Fig. 3B). In
SAMPS8 mice, the reduction of NO-mediated responses was faster in
comparison to the respective SAMR1 groups (Fig. 3B), suggesting a
more pronounced NO reduction in SAMP8 females with aging. The
treatment with L-NAME completely blunted acetylcholine-induced re-
laxation providing evidence that the aging- and senescence-associated
impairment of endothelial function is mostly dependent on changes of
NO bioavailability.

Supporting the data on vascular reactivity, analysis of eNOS protein
(Fig. 4A and B) and gene (Fig. 4C) expression revealed an earlier and
more pronounced aging-associated decrease eNOS expression in
SAMP8 when compared to SAMR1. Similar pattern of responses was ob-
served when measurement of NO metabolites, NO3 /NO3, was
performed. Plasma samples of SAMR1 and SAMP8 mice reveal a pro-
gressive decrease on NO production in SAMP8, while SAMR1 mice
show a significant decrease on NO production only at 10 months old
(Fig. 4D).

3.4. Time course of the endothelium-independent and NO-mediated relax-
ation to sodium nitroprusside

Concentration-response curves to sodium nitroprusside were
performed to evaluate smooth muscle sensitivity to NO in the aortic
rings. In phenylephrine-contracted aortic rings from both SAMR1 and
SAMPS, sodium nitroprusside induced a maximal relaxation of 100% in

all groups and the sensitivity was not altered by the age of mice or strain
(Fig. 5).

4. Discussion

Several studies have examined vascular function associated with
aging; however, most of these studies have not examined the progres-
sion of vascular dysfunction as aging develops. This is a time-course
study that focuses on the female senescent-accelerated mouse model
during development of aging. The present study brings new insights
in the comprehension of the physiological role of adrenergic and
endothelium-dependent vasorelaxation to acetylcholine responses in
the aorta from female mice with accelerated senescence. Our results in-
dicate that both chronological aging and accelerated senescence induce
1) an increment in contractile responses to o adrenergic receptor stim-
ulation, 2) a decrease in endothelium-dependent relaxation to acetyl-
choline and 3) a decrease of eNOS expression and NO production.
Although aging-associated effects were obtained in both SAMR1 and
SAMPS, they were accelerated in SAMP8, suggesting this strain as an ap-
propriate model to study vascular effects of aging in a more convenient
standard time. At 3 months old, both strains exhibited a similar,
receptor-dependent contractile response induced by phenylephrine,
thus discarding differences due to strain-specific changes. Nevertheless,
contractile responses in SAMP8 mice were higher than those of
SAMRI1 at 6 months old, and further increased at 10 months.

Phenylephrine-induced constriction is mediated primarily via acti-
vation of ay-adrenoceptors that play important roles in control of sys-
temic blood pressure and are involved in age-related vasospasms in
human subjects (Dinenno et al., 2001). The finding that female SAMP8
aorta is hyper-responsive to phenylephrine agrees with previous stud-
ies on catecholamine vascular reactivity in the aged animals (Erac
et al,, 2010; Kung and Luscher, 1995; Llorens et al., 2007). Such en-
hanced contractions may have important clinical implications. o~
Adrenergic receptors are prime mediators of vasoconstriction in the
human vasculature (Leech and Faber, 1996; Rudner et al,, 1999) and
thus affect arterial and venous vascular tone, peripheral resistance and
blood pressure, and cardiac filling (Docherty, 2010). Thus, increased
ay-adrenergic-mediated contractions induced by aging may contribute
to the enhanced cardiovascular responses in SAMP8 compared with
SAMRT1 mice.

Nonetheless, even though our results suggest a potential aging-
associated modulation of sympathetic pathway, in a previous study
we demonstrated an aging- and senescence-associated increased con-
traction to another non-sympathetic agonist, thromboxane A, (TXA;)
(Novellaetal., 2010, 2013). In this regard, we can speculate that there
is an aging- and senescence-associated modulation of key regulators
of vascular contraction. It is well known that endothelial cells contrib-
ute to the regulation of vascular tone and modulate the response to
different agonists by releasing several vasoactive factors (Deanfield
etal., 2007). Therefore, the enhanced contractile responses to phenyl-
ephrine observed in the present study could be due to decrease of
endothelial-derived vasodilators and/or increased of vasoconstrictors.
We have previously reported that a lower NO release in response to
TXA, receptor activation modulates the greater contractions to this
agonist in SAMP8 (Novella et al., 2013). In the present study, the use
of NOS inhibitor L-NAME augmented the contractile responses in the
aorta from both strains at all aging groups studied, suggesting that
NO is a key contributor to attenuate phenylephrine-induced contrac-
tion. However, the magnitude of L-NAME-induced potentiation in va-
soconstriction was diminished by aging, suggesting an age-associated
decrease in the contribution of NO to attenuate contractile responses
by phenylephrine in female mice. Moreover, we observed that the re-
duction of NO contribution by aging was accelerated in SAMPS,
starting at 6 months old, and parallels the changes in phenylephrine
responses.
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Fig. 2. (A) Concentration-response curves to phenylephrine (10~ to 10~> M) in the aortic rings from 3-, 6-, and 10-month-old SAMR1 and SAMPS mice in the absence (control) and in
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**p<0.01; and P < 0.001.

Accordingly, relaxations induced by acetylcholine were also
reduced with aging in both SAMR1 and SAMPS, an effect that also
happened faster in SAMP8 mice. Considering that the endothelium-
dependent relaxation to acetylcholine was completely inhibited by
L-NAME at all ages, these results reinforce the theory that changes
in NO-mediated responses are a major contributor to the aging-
and senescence-associated impairment of vascular function in fe-
male aorta.

In our studies we have not found any difference in the vascular re-
sponses to sodium nitroprusside (NO donor), therefore the reduced va-
sodilator responses observed in older mice were not caused by a
decreased sensitivity of vascular smooth muscle cells to NO, but rather
to a reduced endothelium-dependent production or bioavailability of
NO. Our results agree with findings of preserved vasorelaxant responses
to sodium nitroprusside in humans despite age-associated impairments
in acetylcholine-induced endothelium-dependent relaxation (DeSouza
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Table 2

pD, values and maximal responses (Emax) to acetylcholine in the aortic rings of 3-, 6-, and
10-month-old SAMR1 and SAMP8 mice groups in the absence (control) and in the
presence of L-NAME (10~4 M).

Acetylcholine SAMR1 SAMP8
pD, Emax (%) pD, Emax (%)

Control

3 months 7.80 + 0.09 92+3 781 + 0.07 91+3

6 months 7.96 + 0.09 85+ 4 757 £ 008"# 72 4 47#

10 months 716 + 008" 76 + 4% 701 + 0.09%" 64 + 4™
L-NAME 10~* M

3 months 6420 2 4.4 2F

6 months 241 @ 54 1%

10 months 2 5424 a -8+ 3

Values are means 4 SEM. Maximal relaxation is expressed as the percentage of relaxation
from pre-contraction in response to phenylephrine. n = 10 animals per group.*l’ <0.05
versus SAMR1 group with the same age, *P < 0.05 versus 3-month old group of the same
strain and treated group, 'P < 0.05 versus 6-month old group of the same strain and
¥P < 0.05 versus the same age and strain of control group. *pD, value was not calculated
as the maximum relaxation to acetylcholine was less than 10%.

et al., 2000; Donato et al., 2007; Eskurza et al., 2004). The fact that
endothelium-independent dilation was preserved in the aorta from
SAM older animals in the face of reduced endothelium-dependent
relaxation represents an advantage of using the SAM mice as a model
of vascular aging in humans.

Growing evidences have established that aging results in well-defined
genetic and phenotypic changes, which turn the cardiovascular system
prone to disease even in the absence of traditional risk factors (Ungvari
et al, 2010). Among the genetic changes we can mention an age-
related decline in eNOS expression (Tanabe et al., 2003; Wang et al.,
2011). Consistent with vascular reactivity data, no significant differences
on eNOS expression were observed when mice were 3 months old. How-
ever, when mice reach middle age (i.e. 6 months) a slight decrease of
eNOS was observed in SAMR1, while SAMP8 exhibited a much higher re-
duction on its expression. The levels of eNOS observed in 6-month-old
SAMPS8 were only seen on SAMR1 when they were 10 months old. More-
over, we observed a decrease in markers of NO metabolism (NO3 /NO3")
that follow similar pattern of modification by aging and senescence ob-
served in vascular reactivity and eNOS expression studies. Therefore, a
decrease in NO production by diminished eNOS expression, rather than
changes in NO signaling, may be responsible to the impairment of vascu-
lar responses by aging and accelerated senescence in female vasculature.
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immunoblots analyzed in mice aorta from SAMR1 and SAMPS8 probed with antibodies against eNOS and GAPDH, as indicated. Bar graphs (left) show the results of densitometric analyses for

eNOS normalized by the corresponding optical density for GAPDH. (C) eNOS mRNA expression in mice aorta normalized to the expression of GAPDH, which was used as an endogenous

reference gene. (D) Nitrite/nitrate (NO3 /NO3') concentration (UM) in the plasma from SAMR1 and SAMP8 mice. Data are plotted as the mean + SEM derived from 4 to 6 independent
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experiments. P < 0.05; P < 0.01; and P < 0.001.

Despite a decreased bioavailability of NO in aged SAM mice, there is oxidative stress through formation of peroxynitrite from the reaction
evidence that aging is associated with an increased inducible NOS of iNOS-derived NO with superoxide (Xia and Zweier, 1997) and
(iNOS) expression in vascular tissues from aged rats (Cernadas et al., through superoxide formation following uncoupling of NOS (Xia et al.,
1998; Csiszar et al, 2002) and humans (Rodriguez-Maias et al., 1998). Further studies are required to determine the role of the iNOS
2009). The induction of iNOS within the vascular wall would promote in vascular dysfunction in SAM mice.
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Fig. 5. Concentration-response curves to sodium nitroprusside (10~'" to 1077 M) in the aortic rings from 3-, 6-, and 10-month old SAMR1 and SAMPS. Each data point shows the

mean -+ SEM from n = 10 mice for each group.
5. Conclusions

This study provides evidence that contractile response to phenyleph-
rine and the endothelium-dependent relaxation to acetylcholine are
modified by chronological aging in female mice by a mechanism involv-
ing the decreased of eNOS expression and NO production. These effects
occur at earlier age in the aorta from female SAMP8 mice (6 months)
and are comparable to the effects observed in SAMR1 mice at older age
(10 months). Thus we suggest that 6-month-old female SAMP8 mice as
a valuable model to study the mechanisms of vascular aging at a conve-
nient standard time course.
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This study investigates the effects of aging and/or ovariectomy on vascular reactivity to thromboxane A, (TXA;)
receptor stimulation with U46619, and the modulation by nitric oxide (NO) and cyclooxygenase (COX) in aorta
from female senescence-accelerated mice (SAMP8) and from senescence resistant mice (SAMR1). Five-month-
old female SAMR1 and SAMP8 were divided into three groups: sham-operated, ovariectomized and ovariecto-
mized plus estradiol. Twenty-eight days after surgery, thoracic aortic rings were mounted for isometric recording
of tension and concentration-response curves for U46619 (10~ '°-3 x 10~7 M) were performed in the absence
and in the presence of the NO synthase inhibitor N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 10~* M) and/or COX
inhibitor indomethacin (10~ > M). Vascular superoxide production was detected by dihydroethidium staining on
sections of thoracic aorta. NO bioavailability in response to U46619 was suppressed by estrogen withdrawn in
young and senescent mice and was restored by the administration of estradiol. In the presence of indomethacin,
contractions to U46619 decreased in all groups indicating an aging- and estrogen-dependent modulation of con-
tractile prostanoids. The simultaneous incubation of L-NAME and indomethacin did not change the maximal re-
sponses and sensitivities to TXA, in any group in comparison with untreated aortic segments. The superoxide
generation induced by TXA, was greater in aorta from SAMP8 than in SAMR1. Moreover, in ovariectomized
groups superoxide production was further increased and treatment with 17(3-estradiol reverted the effects of
the ovariectomy. Inhibition of COX with indomethacin prevented the U46619-induced increase in superoxide
formation. Our results indicate that NO bioavailability in response to TP receptor activation is both estrogen-
and aging-dependent. TXA, induced contractions are partially mediated by COX activation. Both aging and ovari-
ectomy enhanced COX-dependent component of the TXA,-induced contraction. It is noteworthy that in the ab-
sence of estrogen, COX inhibition induces an increase of NO bioavailability. Therefore, in senescent female mice
with an experimental menopause, TP-receptor stimulation is responsible for COX activation and enhanced super-
oxide generation, which may result in reduced NO bioavailability. These effects were reversed by estrogen
administration.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

the acceleration of the vascular dysfunction after menopause suggests
that reduction in estrogen levels may be a triggering event that leads

Vascular aging, characterized by endothelial dysfunction, is a major
risk factor for developing cardiovascular disease (Lakatta and Levy,
2003). Estrogens possess vasculoprotective effects (Cano et al., 2007;
Dantas and Sandberg, 2006) mostly mediated by an increase in
endothelium-derived vasodilator factors, including nitric oxide (NO)
(Mendelsohn, 2009) and prostacyclin (Sobrino et al.,, 2010). In women,

* Corresponding author at: Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina y
Odontologia, Avenida Blasco Ibafiez 15, 46010, Valencia, Spain.
E-mail address: pascual. medina@uv.es (P. Medina).
! These authors contributed equally to this work.
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0531-5565/0© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

to increased vascular vulnerability (Moreau and Hildreth, 2014;
Novella et al., 2012). However since menopause coincides with aging,
whether the higher cardiovascular risk in postmenopausal women is a
function of aging, a consequence of menopause, or both has been debat-
ed in the literature for many years (Bittner, 2009). Therefore, further un-
derstanding of the biological pathways involved in vascular aging in
women during transition to menopause is needed.

Thromboxane A, (TXA), a vasoconstrictor prostanoid, plays an im-
portant role in the regulation of vascular tone in the normal systemic
vasculature (Fulton and Stallone, 2002) through activation of the TXA,
receptor (TP) (Li et al.,, 2008). In contrast, abnormal TXA,-mediated
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activity is involved in the pathophysiology of vascular dysfunction dur-
ing estrogen withdrawn (Dantas et al., 1999, 2004) and aging (Briones
etal,, 2005; Matz et al., 2000; Vanhoutte, 2009). Vascular dysfunction as-
sociated to aging involves cyclooxygenase (COX) activation and elevated
TP receptor expression (Novella et al.,, 2013a; Tang and Vanhoutte,
2008). In humans, the production of COX-derived endothelium-derived
contractile factors is a characteristic of the aged blood vessels that results
in an earlier onset and acceleration of the endothelial dysfunction
(Taddei et al., 1997a,b). Animal studies link the effect of both aging and
ovariectomy, conditions present in menopausal women, proving that in-
creased COX-dependent vasoconstriction is mediated by TP receptor ac-
tivation (Davidge et al., 1996; Davidge and Zhang, 1998).

There are evidences that support a potential interaction between NO
synthase (NOS) and COX systems (Goodwin et al., 1999; Mollace et al.,
2005). On the one hand, NO has been shown to modulate COX activity
and modify prostanoid production (Davidge et al., 1995; Miyamoto
et al,, 2007). Conversely, COX-derived prostanoids, such as TXA,, mod-
ulate NOS activity by downregulation of phosphorylation and decreas-
ing its activity (Ashton and Ware, 2004). With aging, enhanced
vasoconstriction mediated by endothelium-derived TXA, induces a de-
crease in NO that amplifies the endothelial dysfunction (Feletou et al.,
2009; Matz et al., 2000).

In addition, another mechanism underlying age-associated reduc-
tions in endothelium-dependent vasodilation and NO bioavailability is
the development of vascular oxidative stress (Eskurza et al., 2004;
Taddei et al., 2001). In fact, a great burden of oxidative stress is seen dur-
ing aging (Hamilton et al.,, 2001) and menopause (Hildreth et al., 2014)
which can contribute to vascular dysfunction.

Senescence-accelerated mice (SAM) model of vascular aging repli-
cates most of the features and pathophysiological states founds in
human aging, i.e. SAM model display impaired endothelial-dependent
dilation with advancing age (Novella et al., 2013b). Our approach is to
induce a surgical menopause in SAM to determine how aging and/or es-
trogen withdrawn affects vascular contraction to TXA, and how the in-
terplay between vascular mediators such as NO and prostanoids affect
this response.

2. Material and methods
2.1. Experimental animals

Female senescence-accelerated mouse-resistant 1 (SAMR1, n = 42)
and senescence-accelerated mouse-prone 8 (SAMP8, n = 42) were ob-
tained from the breeding stock at University of Valencia and housed ac-
cording to institutional guidelines (22 °C constant room temperature,
12 h light/dark cycle, 60% humidity, standard mice chow and water
ad libitum). All protocols were approved by the Institutional Ethics Com-
mittee at the University of Valencia, conformed to the National Insti-
tutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Both
SAMR1 and SAMP8 were randomly separated at 5 months of age into
three groups: 1) sham-operated (Sham); 2) ovariectomized (Ovx);
and 3) ovariectomized chronically-treated with estrogen (OVE). Six-
month old sham-operated SAMR1 was used as control group, as they
present a regular life-spam.

2.2. Surgical procedures and hormonal treatment

Surgical procedures were performed as previously described
(Novella et al., 2010). Briefly, ovariectomy was performed under
isoflurane anesthesia and a single 1-cm dorsal midline incision was
made in the skin and the ovaries were removed. At the moment of the
surgery, half of the Ovx mice received estrogen replacement by subcuta-
neous implant of an osmotic pump (Model 2004, Alzet Osmotic
Pumps®; Durect Corporation, Cupertino, CA, USA) containing 17(3-
estradiol in 50% DMSO at a dose of 10 ng/kg/day (OvE). Untreated Ovx
mice were implanted with a pump filled with vehicle only (50% DMSO

in saline). Sham-operated female mice were also included. To check
the efficacy of ovariectomy and estrogen treatments, uterine weight
and plasmatic 17B-estradiol concentration were evaluated. Four
weeks after surgical procedures mice were euthanized and therefore
all the experiments were performed in 6-month old female mice.

2.3. Determination of biochemical variables

Blood samples were withdrawn by cardiac puncture and centrifuged
at 1200 x g for 10 min. Plasma levels of glucose, creatinine, total biliru-
bin and 17p-estradiol were determined using an automatic analyzer
(ADVIA Centaur® CP Immunoassay System, Siemens, Munich,
Germany) at a commercial analytical service center.

2.4. Isolated mouse aorta preparation

For functional studies, thoracic aorta (n = 8 mice per group) was ex-
cised, placed immediately in ice cold Krebs-Henseleit solution and
cleaned of surrounding tissue. Arteries were dissected into 4-mm
rings, mounted between 2 stainless steel holders (100 um inner
diameter), and placed in 4 mL tissue baths containing modified Krebs—
Henseleit solution (in mM: NaCl 115; KCl 4.6; KH,PO,4 1.2; MgCl, 1.2;
CaCl, 2.5; NaHCOs; 25; glucose 11.1; EDTA 0.01, pH 7.3-74) at 37 °C
and aerated with 95% 0,/5% CO, for isometric force measurements
(Grass FT03, Grass Instruments Division Astromed, Inc., West Warwick,
RI, USA). Changes in isometric force were recorded by use of Chart v. 3.4/
s software and a MacLab/8e data acquisition system (ADInstruments,
East Sussex, UK). Once the optimal resting tension was reached (1 g),
aortic rings were allowed to attain a steady level of tension during a
1-hour equilibration period before testing.

Following the equilibration period, arterial segments were exposed
to the depolarizing agent KCl (60 mM) until the contraction reached a
stable plateau (10 to 20 min). After washout and return to stable base-
line, functional integrity of the endothelium was confirmed routinely by
the presence of relaxation induced by acetylcholine (10~7-107° M)
during contraction obtained with serotonin (10~° M). Only aortic seg-
ments in which acetylcholine reversed the serotonin induced tone by
more than 85% were considered with functional endothelium and
were used in this study.

Contractile responses were determined by cumulative concentra-
tion-response curves to the thromboxane A, (TXA;) mimetic U46619
(107'°to 3 x 10~7 M) in the absence (control) and in the presence of
L-NAME (10~ M) to inhibit NOS, indomethacin (10~ M) to inhibit
COX or the combination of L-NAME (10~% M) plus indomethacin
(107> M), to inhibit in conjunction NOS and COX. Inhibitors were
added to the organ bath 15 min prior to the concentration-response
curves to U46619 were performed. Only one concentration-response
curve to U46619 was obtained in each artery ring. Control and treated
rings obtained from the same animal were studied in parallel.

2.5. Quantification of oxidative stress

Vascular superoxide production was detected in situ by
dihydroethidium (DHE) staining on unfixed frozen sections of thoracic
aorta from another set of animals (n = 6 mice in each experimental
group). Freshly prepared DHE (2 pM; Molecular Probes) was applied
to 4-mm thoracic aorta segments in PBS and incubated for 30 min in a
light protected humidified chamber at 37 °C and then viewed by fluo-
rescent microscope. To study the effect of TXA, on superoxide produc-
tion, U-46619 (10~8 M) was applied to the vascular segments 10 min
after DHE addition. The role of cyclooxygenases on TXA,-induced super-
oxide production was evaluated with the incubation for 15 min with in-
domethacin (10~° M) before adding DHE. Control samples were only
treated with DHE. After incubations, aortic segments were gently
washed with PBS and mounted in Tissue-Tek® OCT compound (Sakura
Finetek, USA), molded, snap frozen in dry ice, and stored at —80 °C.
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Then, 10 um sections were cut with a cryostat (Leica CM1900, Heidel-
berg, Germany) and included in a slide, brought to 37 °C and equilibrat-
ed with pre-warmed PBS. Aortic sections were visualized through a
fluorescent microscope (Eclipse Ti-S, Nikon Co, Japan) equipped with
a Nikon digital video camera (Digital Sight DS-Qi1Mc, Nikon Co,
Japan). For quantification, mean intensity fluorescence was calculated
from four sampled areas (40 x magnification) per ring for each experi-
mental condition using Image] software (NIH, Bethesda, MD). All mea-
surements were blind conducted.

2.6. Drugs

The following drugs were used: serotonin hydrochloride, acetylcho-
line chloride, N®-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME),
indomethacin, 9,11-dideoxy-11c,9a-epoxymethanoprostaglandin F,q
(U46619), and 17p-estradiol were obtained from Sigma (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, USA). All drugs for vascular reactivity studies were dis-
solved in Krebs solution except U46619, which was dissolved initially in
ethanol, and indomethacin, which was dissolved in ethanol and sodium
bicarbonate solution (150 mM) and readjusted to pH 7.4 with HCI prior
to use, and further diluted in Krebs solution to the proper final concentra-
tion. 17p3-estradiol was dissolved in 50% DMSO and saline. Stock solutions
of each drug were freshly prepared at the day of experiment, and kept on
ice throughout the experiment.

2.7. Data analysis

Data are expressed as means 4 SEM. Contractions to U46619 are
shown as absolute tension (g). pD, (negative logarithm of the molar
concentration at which half-maximum contraction occurs) was deter-
mined from individual concentration-response curves by non-linear re-
gression analysis. Concentration-response curves to U46619 were also
statistically analyzed by comparing the areas under the curves (AUCs)
of treated and untreated groups. In each experimental group n indicates
the number of animals. Differences between mouse strains (i.e., SAMR1
vs. SAMP8) and by experimental treatment groups (i.e., Sham, Ovx vs.
OvVE) were analyzed by two-way ANOVA, and then Bonferroni's test
was performed. Statistical significance was accepted at P< 0.05. The sta-
tistical analysis was carried out using the Prism 4 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1. Biochemical and morphological parameters

To assess the effectiveness of ovariectomy and estrogen treatment,
uterine weights and estrogen levels were determined. No differences
among Sham groups were detected, indicating that senescence-
accelerated female mice (SAMP8) did not change ovarian function. In
Ovx and OVE groups, changes on uterine weight were similar in both
strains (Table 1). As expected, uterine weight and estrogen plasma
levels decreased with ovariectomy (P < 0.01), assuring the efficacy of
the surgical process. Estrogen treatment prevented the loss in uterine
mass and kept plasma levels of 17p-estradiol in Ovx to similar levels

as seen in Sham females. These data demonstrate the effectiveness of
estrogen dose used to treat ovariectomized mice. Plasmatic concentra-
tions of glucose, creatinine and total bilirubin were not affected by
aging, ovariectomy or estrogen treatment (Table 1).

3.2. Modulation of TXA; contraction by NO

In aortas from sham-operated SAMR1, the analog of TXA, induced a
concentration-dependent contraction that was significantly enhanced
in the presence of the NOS inhibitor L-NAME (10~ M) (Fig. 1A) sug-
gesting a modulation of TXA, contraction by NO. The involvement of
NO in TXA, contraction was abolished in aorta from SAMR1 Ovx and
restored by estradiol treatment (Fig. 1), demonstrating an estrogen-
dependent NO modulation in this vascular response. In senescent
sham-operated females (SAMP8), however, contractions to TXA; in-
creased in the presence of L-NAME in a lesser extent than in SAMR1
(Fig. 1A). This NO modulation was also estrogen-dependent as it was
lost in aorta from Ovx mice and restored in aorta from estradiol-
treated (OVE) mice (Fig. 1A). Maximal response and pD, values of the
concentration response curves to U46619 in the different experimental
conditions are summarized in Table 2. The role of NO in response to
TXA, was further analyzed by calculating the difference (delta) between
the AUC to U46619 of the untreated segments (Control) and those treat-
ed with L-NAME (Fig. 1B).

3.3. Modulation of TXA, contraction by prostanoids

In order to study the involvement of COX products in TXA, mediated
response, we incubated arterial segments with the COX inhibitor indo-
methacin (10~> M). Aorta from both SAMR1 and SAMPS showed a de-
creased sensitivity to TXA; (Fig. 2) by indomethacin suggesting a role of
contractile COX products. Through the analysis of the delta in AUC (AUC
Control — AUC indomethacin-treated), we found a greater role of con-
tractile prostanoids on TXA, in senescent mice (Fig. 2B) suggesting
that with aging the COX pathway is modified towards a higher produc-
tion of vasoconstrictor products. The production of vasoconstrictor
prostanoids was intensified in aorta from Ovx mice (Fig. 2B), although
this increase was twice as high in SAMP8 Ovx as it was in SAMR1 Ovx.
Estrogen treatment restored the response levels in aorta from both
Ovx strains (Fig. 2B).

3.4. Modulation of TXA, contraction by both prostanoids and NO

To evaluate the interplay of prostanoids and NO on TXA; contrac-
tions during aging and menopause, aortas were incubated simulta-
neously with indomethacin (10> M) and L-NAME (10~* M), before
performing curves to TXA,. When both pathways were inhibited, no
changes were observed in maximal responses and sensitivities to
TXA, in any surgical group in comparison with control (untreated)
curves (Fig. 3). In aortas from Sham-operated and OvE mice of both
SAMR1 and SAMPS, the involvement of NO counteracted the contractile
prostanoids production observed in response to TXA; when treated
alone (Fig. 3). Surprisingly, in aortas form Ovx groups a masked effect
of L-NAME was observed when COX was inhibited, suggesting that in

Table 1
Physiological and biochemical parameters in female SAMR1 and SAMPS.
SAMR1 SAMP8
Sham Ovx OvE Sham Ovx OvE
Uterus weight (mg) 143 +9 30 +2* 149 + 8* 159 +8 33+ 4* 158 + 9*
17p-Estradiol (pg/mL) 167 + 20 28+ 7" 189 + 33* 158 + 16 25 43" 183 + 21%
Glucose (mg/dL) 162 £+ 15 177 £ 8 175 +£ 11 169 + 13 164 + 10 161+ 6
Creatinine (mg/dL) 0.26 + 0.01 0.30 + 0.02 0.30 + 0.01 0.26 + 0.01 0.29 + 0.03 0.27 + 0.02
Total bilirubin (mg/dL) 0.10 + 0.01 0.12 £ 0.02 0.12 4 0.02 0.10 + 0.01 0.10 + 0.01 0.10 £ 0.01

Values are means + SEM. n = 13-14 animals per group. *P < 0.01 versus Sham-operated group of the same strain, P < 0.01 versus Ovx group of the same strain.
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Fig. 1. (A) Concentration-response curves to U46619 in aortic rings from Sham, Ovx, and OVE SAMR1 and SAMP8 mice in the absence (Control) and in the presence of NOS synthase
inhibitor L-NAME (10~* M). (B) Area under curves (AUCs) from concentration-response curves in the absence (Control) minus AUC in the presence of L-NAME (10~ M). Each data
point shows mean =+ SEM from n = 7-8 mice for each group. *P < 0.05 versus SAMR1 with same surgical procedure, #P < 0.05 versus Sham group of the same strain, and TP < 0.05

versus Ovx group of the same strain.

the absence of estrogen, contractile prostanoids counteracted NO con-
tribution to TXA, contraction.

3.5. TXA; increases superoxide production
Recent studies suggest that activation of TP receptor promotes su-
peroxide formation in vascular smooth muscle cells. Therefore, we in-

vestigated whether TP receptor activation in aorta from SAMR1 and
SAMP8 induces superoxide formation and how COX inhibition could

Table 2

modify the superoxide production during aging and estrogen with-
drawn. Treatment of aortic segments with U46619 (10~8 M) induces
a significant increase of superoxide (Fig. 4). The effects of TXA, on su-
peroxide generation were greater in aorta from SAMPS8 than in SAMR1
mice (6.22 4 0.44 vs. 5.95 4 0.08, respectively). In both Ovx groups
the U46619-induced superoxide production was further increased.
SAMPS superoxide levels were greater than in SAMR1 (13.4 + 1.29
and 18.90 4 0.96, P < 0.05, respectively) and treatment with 17p3-
estradiol reverted the effects of the ovariectomy (Fig. 4). Treatment

pD, values and maximal responses (Emax) to U46619 in aortic rings in the absence (Control) and in the presence of L-NAME (10~* M), indomethacin (10~> M) or L-NAME plus indo-

methacin from Sham, Ovx, and OVE of both SAMR1 and SAMPS8 mice groups.

SAMR1 SAMP8

n pD, Emax (g) n pD, Emax (g)
Sham-operated
Control 7 7.77 + 0.10 1.39 £+ 0.06 7 8.12 + 0.05* 1.62 + 0.06*
L-NAME 8 8.21 + 0.06* 1.64 + 0.06* 8 8.25 + 0.04 1.85 + 0.06%
Indomethacin 8 7.61 £+ 0.09 1.22 £+ 0.07 8 7.72 4 0.08* 1.60 £ 0.09
L-NAME + indomethacin 8 7.70 + 0.06 1.44 +0.03 8 8.10 4 0.06° 1.49 + 0.04
Ovariectomized
Control 7 7.82 + 0.06 1.38 + 0.06 7 8.10 + 0.03 1.92 + 0.04"#
L-NAME 8 7.92 + 0.07 1.39 £+ 0.06 8 8.15 + 0.06 1.90 + 0.06
Indomethacin 8 740 +0.06* 1.10 £ 0.06* 8 7.67 £ 0.06 ° 1.50 + 0.07%
L-NAME + indomethacin 8 7.70 + 0.09" 139 + 0.05" 8 8.06 + 0.12° 1.85 + 0.08"
Ovariectomized + E2
Control 7 7.82 +0.04 136 + 0.05 7 8.11 4 0.04 1.61 + 0.04
L-NAME 8 8.06 £ 0.08" 1.76 & 0.09* 8 8.17 £ 0.07 1.84 £ 0.07%
Indomethacin 8 7.71 £+ 0.06 1.23 £ 0.07 8 7.73 £ 0.04° 1.65 £+ 0.07
L-NAME + indomethacin 8 7.75 + 0.06 1.35 £ 0.06 8 8.04 4 0.07° 1.55 + 0.04

Values are means + SEM. n, animals per group. “P < 0.05 versus SAMR1 group with same treatment, *P< 0.05 versus Sham group of the same strain, *P< 0.05 versus untreated aortic rings
(Control) of the same strain and surgical group and P < 0.05 versus indomethacin-treated aortic rings of the same strain and surgical group.
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with indomethacin (10~° M) prevented the increase in superoxide for-
mation induced by U46619, suggesting a role of the COX activation in
the superoxide generation (Fig. 4).

4. Discussion

In the present study, we demonstrate that contractile response to TP
receptor stimulation is modulated by an interaction between NOS and
COX pathways in aorta from SAM mice. This interaction is altered by
aging and estrogen status and is driven partially by COX-mediated gen-
eration of superoxide that decreases NO bioavailability.

One approach to understand the contribution of human menopause
in the vascular function is to evaluate changes mediated by aging and/or
the lack of estrogens. In this regard, the use of female senescence-
accelerated mouse (SAM) model to determine the progressive effects
of aging into the female vasculature is supported by previous studies

(Novella et al., 2010; Novensa et al., 2011). In fact, we previously
demonstrated a sharper aging-associated decline in endothelium-
dependent relaxation and an increase of vasoconstrictor responses in
aorta from female SAMP8 (Novella et al,, 2013a,b), and have established
ovariectomized SAMPS as a suitable experimental model of menopause,
as addresses both aging and lack of estrogens (Novella et al., 2010;
Novensa et al., 2011).

Analysis of plasma glucose and creatinine level, demonstrated that
there were no differences between SAMR1 and SAMP8 mice, which
discards a possible contribution of age-induced metabolic changes or
impaired renal or hepatic function to vasomotor dysfunction. Further-
more, measurements of 17p3-estradiol plasma levels did not differ be-
tween Sham-operated SAMR1 and SAMP8 animals. As expected,
ovariectomy reduced significantly the 17(3-estradiol plasma levels and
the administration of 17pR-estradiol with the osmotic pumps reached
similar levels than Sham-operated group.
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Aging induces a time-dependent decrease of NO in response to
U46619 in aorta from SAM mice (Novella et al., 2013a). Nevertheless,
estrogen withdrawn suppresses the involvement of NO on vasocon-
striction in young and senescent mice. The decreased NO bioavailability
in response to TXA, was restored by the administration of estradiol in-
dicating an appropriate mechanism of hormonal therapy to restore vas-
cular function in both young and senescent mice. These findings are
consistent with previous observations of estradiol-related increase in
NO bioavailability. However, the estrogen replacement does not fully
restore NO bioavailability in SAMP8 to SAMR1 levels. The reasons for
this are unclear but may be related to the age-associated phenotypic
changes in the vascular wall that diminish signaling or responsiveness
to estrogens (Sherwood et al., 2007).

Besides NO, vasoconstrictor prostaglandins have also been implicat-
ed in the pathophysiology of vascular dysfunction during aging (Briones
et al, 2005; Matz et al, 2000; Vanhoutte, 2009) and estrogen
withdrawn (Dantas et al., 1999, 2004). The role of vasoconstrictor
prostanoids on TXA;, response was previously reported in SAM mice
(Novella et al., 2013a). Our previous studies show a release of dilating
prostanoids to modulate the contractile effects of TXA; in aortas from
3 months old SAMR1 and SAMP8. However, this modulation disap-
peared with aging and the prostanoid profile shifted towards contractile
prostanoids in 6 months old mice, suggesting aging-dependent changes
of COX in the regulation of TXA; contraction (Novella et al., 2013a). In
the present study, these contractile prostanoids are evident in the
aorta of SAMR1 and SAMPS8 mice as the contraction to TXA, decreases
in presence of indomethacin. It is noteworthy that this effect is exacer-
bated in ovariectomized SAMP8 mice.

However, not only contractile prostanoids participate in the modula-
tion of TXA, contraction. A mutual regulation between NO and COX-
derived products has been demonstrated in different vascular beds
(Cuzzocrea and Salvemini, 2007; Mollace et al., 2005). One interesting
finding of the present study is that in ovariectomized mice, COX inhibi-
tion by indomethacin restores the potentiating effect of L-NAME on
TXA; induced contraction. Taken together these findings suggest that
in ovariectomized mice, COX activity decreases NO bioavailability by
producing COX-derived products which can, at least partially, inactivate
NO. Therefore, in ovariectomized SAMR1 and SAMPS8, the increase in
TXA, contraction not only participates contractile prostanoids, but also
a decreased NO bioavailability.

TXA; has been shown to reduce NOS activity in endothelial cells
through a receptor-mediated mechanism (Ashton and Ware, 2004;
Liu et al., 2009). On the other hand, COX is also involved in the endothe-
lial generation of reactive oxygen species, a key factor in the generation
of endothelium-dependent contractions (Tang et al., 2007; Yang et al,,
2002) and decrease of NO bioavailability (Rubanyi and Vanhoutte,
1986).

Thus, TP receptor activation could modulate NO bioavailability
through the activation of COX and production of superoxide. Our results
demonstrate a significant beneficial effect of indomethacin on aging and
estrogen deprivation suggesting that in aorta of SAM mice the COX-
derived superoxide induced by TP receptor stimulation was involved
in the reduced NO bioavailability. In concordance with this, previous
studies demonstrating that in human disease, indomethacin restores
endothelium-dependent NO-mediated vasodilation in the forearm vas-
culature of patients with essential hypertension (Taddei et al., 1997a).

Estrogen has direct antioxidant effects in vitro and in vivo and is
thought to play an inhibitory role in either the production and/or scav-
enging of ROS (Hermenegildo et al., 2002a,b; Sudoh et al., 2001). In
ovariectomized animals, estrogen treatment protects NO from its scav-
enging by ROS (Keaney et al., 1994; Sudoh et al., 2001). Our data reveal
that TP receptor stimulation induces production of superoxide in aortic
rings, which is increased by aging and further increased by estrogen
deprivation. COX inhibition was able to block, at least in part, superox-
ide production, therefore the COX-derived superoxide production
could contribute to the decreased NO bioavailability induced by aging

and aggravated by estrogen withdrawn. Several evidences indicate
that oxidative stress contributes to endothelial dysfunction in
estrogen-deficient postmenopausal women (Moreau et al.,, 2013;
Virdis et al., 2000). This raises the possibility that pharmacological inhi-
bition of the TP receptor may serve as a target for treatment in vascular
disease (Belhassen et al., 2003; Zuccollo et al., 2005). Therefore, the
present results could be of clinical significance since we obtain a better
understanding of the mechanisms underlying age-related shift to vaso-
constrictor phenotype in middle-aged and ovariectomized female mice.

5. Conclusions

In summary, our results indicate that in response to TP receptor ac-
tivation, NO is reduced by aging and is totally dependent of the estrogen.
The contraction to TXA,; is mediated partially by COX activation and the
role of COX is increased by aging and ovariectomy. In the absence of es-
trogen, COX inhibition induces an increase of NO, evidenced by in-
creased contractions to TXA; in presence of L-NAME. Therefore, the
activation of TP receptors is responsible for the COX activation and
superoxide generation decreasing NO bioavailability. This reinforces
the rationale to use therapies targeted to inhibit the COX in order to in-
crease NO bioavailability in aging and estrogens deficiency.
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