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Introduccion

1. Cardiopatia isquémica y cirugia de bypass coronario

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el
mundo (1). Entre ellas la cardiopatia isquémica ocupa el primer lugar,
responsable del 16% de todas las muertes a nivel mundial en 2019 (2)
siendo ademas una enfermedad con alto impacto econdmico y en la calidad

de vida del paciente.

El tratamiento de los pacientes con cardiopatia isquémica incluye cambios
en el estilo de vida (dieta cardiosaludable, pérdida de peso, ejercicio
rutinario, cese del habito tabaquico...), medidas farmacologicas
(antiagregantes, hipolipemiantes, betabloqueantes...) y la revascularizacién
coronaria, ya sea el implante percutaneo de stents o la cirugia de derivacion

0 bypass coronario.

El bypass coronario clasico consiste en conectar un conducto desde la aorta
hasta la arteria coronaria enferma mas alla de la lesién estenosante u
obstructiva. Los conductos utilizados se extraen de venas o arterias del
propio paciente. La cirugia de bypass coronario ha demostrado su eficacia
en un subgrupo determinado de pacientes con cardiopatia isquémica tanto

en la mejoria de la calidad de vida como en el prondstico a largo plazo (3).

1.1. Papel de la vena safena interna en la cirugia coronaria

A lo largo de la historia se han utilizado diferentes conductos para la
realizacion del bypass coronario (vena safena interna, arteria mamaria,
arteria radial y arteria gastroepiploica). La primera revascularizacion
coronaria con éxito la realizaron Garret y DeBakey en 1964 utilizando como
conducto la vena safena interna del paciente. Sin embargo, fue Favaloro

(1923-2000) quien popularizé y extendié la cirugia de bypass coronario con
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vena safena interna, que se coloca de forma invertida para que sus valvulas
permitan el correcto paso de flujo a través de ellas. Posteriormente se
demostré que la arteria mamaria interna izquierda a la arteria descendente
anterior mejoraba la permeabilidad del injerto y el prondstico del paciente a
largo plazo (4), por lo que se extendié el uso de dicho conducto quedando

la vena safena interna para revascularizar el resto de territorios.

La mayor limitacion de los injertos venosos es la disminucion progresiva de
su permeabilidad a largo plazo, por lo que en los ultimos afios existe la
tendencia al uso de conductos arteriales como preferencia (5, 6). No
obstante, segun el ultimo registro de intervenciones quirurgicas de la
Sociedad Espafola de Cirugia Cardiovascular y Endovascular (SECCE),
solo en un 42.9 % de los pacientes intervenidos de cirugia de bypass
coronario en Espafia durante el afio 2020 se utiliz6 mas de un injerto arterial
(7), lo que significa que en mas de la mitad de los pacientes se utilizé uno o
mas injertos venosos. La vena safena interna sigue siendo, por tanto, el
conducto mas utilizado. Las principales razones son posiblemente las
ventajas que este injerto ofrece, como son su accesibilidad, facil diseccion,
posibilidad de diseccion simultanea a los injertos arteriales, longitud y

versatilidad.

Por otro lado, ademas de aumentar la dificultad técnica del procedimiento,
no todos los pacientes se benefician de la revascularizaciéon arterial
completa, y aunque se ha demostrado mayor permeabilidad a largo plazo
no existe a dia de hoy evidencia sobre si su uso aumenta la
supervivencia (3). El uso de injertos arteriales presenta ademas otras
limitaciones. Por ejemplo, la cirugia con injerto bilateral de arteria mamaria
se ha asociado con un aumento de dehiscencia esternal y mediastinitis en
pacientes obesos y diabéticos (8). Aunque el riesgo disminuye si se extraen

las arterias esqueletizadas (9), actualmente se recomienda su uso en

4



Introduccion

pacientes con esperanza de vida razonable y riesgo bajo de complicaciones
de la herida esternal (3). En cuanto la arteria radial, ha demostrado baja
permeabilidad en estenosis menores de 70%, por lo que su uso se debe
limitar a estenosis mayores del 70% o idealmente del 90% (10). Otra
desventaja de los injertos arteriales es su tendencia al vasoespasmo (11),
sobre todo en el caso de la arteria radial por tener mayor componente
muscular en su pared, que puede derivar en infarto agudo de miocardio

perioperatorio con consecuencias en ocasiones graves para el paciente.

1.2. Enfermedad del injerto de bypass coronario con vena
safena

Tres son los mecanismos que pueden causar la oclusion de los injertos de

vena safena: trombosis, hiperplasia intimal y arteriosclerosis (12).

- La oclusion del injerto durante el primer mes suele estar ocasionada por
trombosis del mismo como consecuencia de la lesion intimal durante su
manipulacién, las alteraciones hemodinamicas del flujo y viscosidad

sanguinea y/o por defecto de la técnica de anastomosis.

- La hiperplasia intimal consiste en la proliferacién de células musculares
lisas y matriz extracelular en la intima del vaso y suele ser la causa de
oclusion del injerto entre el mes y el afio de la cirugia. Raramente produce
estenosis significativas que causen la oclusion del bypass, pero son zonas
de asentamiento de placas de arteriosclerosis en el futuro. Uno de los
factores que influyen en la formacion de la hiperplasia intimal es el
aumento de tension que se produce sobre la pared venosa al someterla

de forma aguda a presion arterial.

- La principal causa de la oclusion de los injertos coronarios a partir del
primer ano tras la cirugia es la afectacion por la arteriosclerosis, tanto del
conducto como por la progresion de las lesiones dislates en los vasos

nativos.
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El mal control de los factores de riesgo cardiovascular se ha asociado a
disminucion de la tasa de permeabilidad de los injertos coronarios de vena
safena (12). Otros factores son: el diametro del vaso diana < 1.5 mm (13),
la severidad de la estenosis <70% donde existe riesgo de flujo competitivo
que predispone a la oclusién del injerto (12), la calidad del injerto (se debe
evitar venas varicosas o esclerosas) y la ausencia de lesiones intimales (es

importante la manipulacién cuidadosa y evitar la hiperdilatacion).

1.3. Prevencion de la enfermedad del injerto

El control de los factores de riesgo cardiovascular es una de las estrategias
principales para evitar el desarrollo de arteriosclerosis de los injertos. Se ha
visto que los agentes hipolipemiantes reducen la progresion de la
enfermedad coronaria, asi como la arteriosclerosis del injerto de vena
safena y los eventos cardiovasculares secundarios (14, 15). En cuanto al
tratamiento antitrombotico, se ha demostrado que la administracion precoz
de acido acetilsalicilico (AAS) reduce la oclusién del injerto de vena safena
durante el primer afio (16-18), asi como las complicaciones postoperatorias
tempranas incluyendo mortalidad, infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, fallo renal e isquemia intestinal (19). Varios meta-analisis
han comparado la permeabilidad de los injertos usando AAS sélo o doble
antiagregacion con AAS y otros antiagregantes como el clopidogrel o el
ticagrelor (20-23). En ellos se ha observado disminucion de la tasa de
oclusién en los injertos venosos con doble antiagregacién con respecto a la
monoterapia con AAS, aunque todavia no se considera que haya suficiente
evidencia para recomendar su uso generalizado (24). A pesar de que el AAS
forma parte del tratamiento estandar tras la cirugia de bypass coronario
independientemente del injerto utilizado, nuestro grupo de investigacion ha
demostrado que el AAS a altas dosis y la nimesulida, un inhibidor selectivo

de la cicloxigenasa 2 (COX2), aumentan la respuesta contractil a la
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vasopresina en arteria gastroepiploica humana, pero no en la vena safena
(25). Las concentraciones de AAS utilizadas en este trabajo eran
equivalentes a la administracion de AAS en un rango de entre 80- 350 mg
diarios, compatibles con su efecto antiagregante plaquetario. La conclusion
de este estudio fue que las prostaglandinas vasodilatadoras se liberan en
respuesta a la estimulacion vasopresinérgica en la arteria gastroepiploica
humana, por lo que dosis antiagregantes de AAS podrian contribuir a la
oclusién precoz cuando se usa dicha arteria como injerto. Sin embargo, en

la vena safena este mecanismo no ocurria (25).

Por otro lado, se ha demostrado que el dafio mecanico por la dilatacion
excesiva del injerto produce disfuncion endotelial, que podria contribuir a la
oclusion precoz de los injertos (26). Por ello, algunos autores han descrito
que la técnica de extraccidon de la vena safena interna denominada “no-
touch” mejora la permeabilidad a largo plazo con cifras de hasta el 80% a
los 16 afios (27). Esta técnica consiste en la extraccién de la vena con su

pediculo y sin dilatarla con el fin de minimizar el dafio endotelial.

2. Funcion del endotelio en la homeostasis vascular

El endotelio esta formado por una monocapa de células aplanadas que
constituye el revestimiento interior de los vasos sanguineos. No se trata
Unicamente de una barrera, sino que las células endoteliales estan en
contacto con la sangre y con las células circulantes en ella de manera que

al endotelio se le reconocen varias funciones (28):

- Transporte capilar. Al ser una membrana semipermeable el endotelio
permite el paso de macromoléculas desde el torrente sanguineo al

espacio intersticial.
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- Sintesis y secrecion de sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras

que regulan el tono vascular.

- Control de la hemostasia y agregacion plaquetaria. El endotelio evita la
adhesion plaquetar. Por contra, cuando hay una lesién vascular se
exponen la matriz colagena y el factor de Von Willebrand, que facilita la
adhesioén y agregacion plaquetaria (29).

- Angiogénesis. Las células progenitoras endoteliales circulantes pueden
diferenciarse en células endoteliales maduras y reemplazar las células
endoteliales dafiadas. Ademas, contribuyen a la vasculogénesis posnatal
(se ha demostrado que albergan sitios de neovascularizacion) (30). En
situacion de hipoxia, las células parenquimatosas de los diferentes tejidos
segregan factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG) que activa los
receptores situados en el endotelio de los vasos sanguineos
preexistentes; la célula endotelial activada segrega proteasas que
degradan la membrana basal promoviendo la proliferacién y migracion de

nuevas células endoteliales para formar nuevos vasos (31).

- Funciones metabodlicas. El endotelio interviene en el metabolismo de
sustancias vasoactivas circulantes como la adrenalina, serotonina,

bradiquinina o angiotensina entre otras.

- Funcién inmunolégica e inflamatoria. El endotelio es sensible a
numerosas citoquinas como el interferdn (IF), el factor de necrosis tumoral
(TNF) y las interleuquinas 1 (IL-1) y 6 (IL-6). La superficie del endotelio
también puede adherir leucocitos polimorfonucleares, monocitos vy
linfocitos (29).

En lineas generales, la célula endotelial contiene actividad anticoagulante,

antiadhesiva y vasodilatadora.
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2.1. Rol de la célula endotelial en el tono vascular

Una de las funciones esenciales del endotelio es la sintesis y secrecion de
sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. Esta vasomocion juega un
papel directo en el equilibrio entre el suministro de oxigeno tisular y la
demanda metabdlica mediante la regulacién del tono y el diametro de los
vasos. El endotelio también esta implicado en la remodelacion de la
estructura vascular y del 6rgano a largo plazo (32). A continuacién, se
describen las principales sustancias liberadas por el endotelio que regulan

el tono vascular.

2.1.1. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) se forma a partir del aminoacido L-arginina por la accion
de una familia de enzimas, las sintasas de NO (NOS) (33). Existen varios
tipos de NOS: la NOS tipo | o neuronal (nNOS), la tipo Il o inducible (iNOS)
que se activa por la inflamacion y la tipo Il o endotelial (eNOS) que es

especifica del endotelio y constitutiva (34).

El NO endotelial difunde a las células del musculo liso vascular y activa la
enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), que transforma el guanosin-5-
trifosfato (GTP) en guanosin 3’5’ ciclico monofosfato (GMPc) (35). La
acumulacion de GMPc en la célula conduce a una serie de acontecimientos
cuyo resultado es la disminucion del calcio citosdlico y la induccion de

relajacion (36).

La tension de cizallamiento hemodinamico o shear stress es un activador
clave de la eNOS en condiciones fisiologicas, adaptando la perfusion tisular
a los cambios en el gasto cardiaco (37). Otros factores que estimulan la

liberaciéon de NO son el aumento de L-arginina, los agonistas que aumentan
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la concentracion de calcio intracitoplasmico (trombina, bradiquinina, etc.), el
VEFG (en respuesta a la hipoxia), las catecolaminas, la vasopresina, la
histamina y la serotonina (liberada durante la agregacion plaquetaria) (38).

La eNOS se inhibe en presencia de los analogos metilados de la L- arginina,
como la N®-monometil-L-arginina (L-NMMA) (39), la N®-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME) o la dimetilarginina asimétrica (ADMA) (40, 41)
(Figura 1).

‘Célula endotelial Acido Araquidénico 0, 20xidasas

fory
. F )cox o \on( or
Or 9

PGl; sintasa l
! ; Uniones

GAP

Hiperpolarizacién

Vasodilatacion Vasodilatacion

Figura 1. Formacion de las principales sustancias endoteliales
vasodilatadoras que regulan el tono vascular. eNOS: 6xido nitrico sintasa
endotelial; L-NAME: N°-nitro-L-arginina metil éster; O2: oxigeno; ‘Oz anion
superoxido; NO: o6xido nitrico; GCs: guanilato ciclasa soluble; GTP:
guanosin-5-trifosfato; GMPc: guanosin 3,5’ ciclico monofosfato; COX:
ciclooxigenasa; PGHa2: prostaglandina Hz; PGGa: prostaglandina G;; PGla:
prostaciclina; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; EOX: epoxigenasa;
EETs: acidos epoxieicosatrienoicos; SOD: superdxido dismutasa; H20.:
peréxido de hidrégeno; Kca: canales de K* activados por calcio; Kir: canales
de K" rectificadores de entrada. Imagen modificada de (42).
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El NO se considera un factor protector del endotelio dado que inhibe la
inflamacioén, la proliferacion celular y la trombosis y ademas limita la

fosforilacion oxidativa en la mitocondria (38).

2.1.2. Prostaciclina y tromboxano A:

La prostaciclina (PGl.) y el tromboxano Az (TXA2) son metabolitos activos
del acido araquidénico (AA). EI AA es oxidado por la cicloxigenasa (COX)
dando lugar a endoperoxidos inestables (PGG, y PGH>), que se convierten
en prostanoides estables por la accion de enzimas especificas (prostaciclina

sintasa o tromboxano sintasa, entre otras).

La PGI, activa la adenilato ciclasa aumentando los niveles de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) que condiciona su efecto vasodilatador (por
disminucion de la concentracion de calcio intracitosélico) (Figura 1).

Ademas, tiene efecto antiagregante plaquetario (43).

El TXA. posee acciones antagénicas a la PGl,. Es sintetizado
fundamentalmente en las plaquetas, aunque también en el endotelio. Actua
sobre los receptores TP localizados en el musculo liso vascular. Su
activacion conduce a un descenso del contenido de AMPc intracelular que
fisioldgicamente se traduce en una potente vasoconstriccion y aumento de

la agregacion plaquetaria (44).

A medida que iba avanzando el conocimiento cientifico, se hizo evidente
que existian dos isoformas de la COX, la COX1 constitutiva y la COX2
inducible. Se encuentran en distintos lugares dentro de la célula y las
codifican genes diferentes. La COX1 desempefia un papel importante en la
homeostasis vascular y la funcidon plaquetaria, entre otras funciones. La
COX2 se expresa tras la exposicion a lipopolisacaridos o citoquinas

proinflamatorias. Regula la produccion de los prostanoides que participan

11
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en la inflamaciéon y en otros procesos no inflamatorios, tanto fisiologicos
como patoldgicos. La formulacion de inhibidores selectivos de la COX2 se
convirtié en un objetivo farmacoldgico durante los afios 90. Sin embargo, los
estudios realizados en la primera mitad de esta década revelaron los efectos
adversos de la inhibiciéon de la COX2 en el sistema cardiovascular, como el
aumento del riesgo de infarto de miocardio, la exacerbacién de la
insuficiencia cardiaca congestiva estable y el empeoramiento de la
hipertension arterial. En lineas generales, se relaciona la COX1 con la
sintesis de prostanoides contractiles y la COX2 con la sintesis de

prostanoides relajantes (45).

2.1.3. Factor hiperpolarizante derivado del endotelio

Bajo esta denominacion se incluyen un grupo de compuestos generados por
el endotelio que inducen vasodilatacién. Los compuestos quimicos que
componen este grupo dependen del lecho vascular y se han postulado como
candidatos: el acido epoxieicosatrienoico (EET) (46), el peroxido de
hidrégeno (H202) (42, 47), la anandamida, el péptido natriurético tipo C (48)
o el ion K*. Este ultimo se ha considerado el factor hiperpolarizante derivado
de endotelio (EDHF) en una amplia variedad de lechos vasculares (49-51).
El EDFH actta sobre las células del musculo liso abriendo los canales de K*
activados por Ca?* (Kca) e hiperpolarizando la membrana (Figura 1). A nivel
vascular se han descrito tres tipos de Kca: de alta conductancia (BKca),
intermedia (IKca) y baja (LKca) (30, 52).

Actualmente, para referirnos a este mecanismo que se inicia en el endotelio
y estimula la hiperpolarizacién de la célula muscular llevando a la relajacion
del vaso, se prefiere la denominacién de “hiperpolarizacion derivada del
endotelio” (EDH). Asi pues, ya no se utiliza la palabra “factor” (51). Esto es

debido a que pueden existir diferentes factores dependiendo del lecho

12
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vascular e incluso no necesariamente debe haber un factor, ya que las
uniones gap entre el endotelio y el musculo liso podrian transmitir la
hiperpolarizacion de una célula a otra sin necesidad de un factor (49, 53,
54). La participacion de este mecanismo de relajacion se incrementa a

medida que el diametro de las arterias disminuye (34).

En circunstancias fisioldgicas el NO y el EDH actuan sinérgicamente (55).
En casos de disfuncién endotelial con disminucién de la biodisponibilidad de
NO, un incremento en la participacion de la EDH puede compensar el déficit
de NO (38).

2.1.4. Endotelinas

Las endotelinas son péptidos de 21 aminoacidos. Entre ellas, la
endotelina-1 (ET-1) es la mas importante, puesto que se trata del
vasoconstrictor endogeno mas potente. Es sintetizada por la célula
endotelial y liberada a la pared del vaso. Su sintesis se da a partir de una
proteina llamada preproendotelina-1, que se rompe a gran-endotelina-1,
sobre la que actua la enzima convertidora de endotelina, dando lugar a la
ET-1. La accion de la ET-1 es mediada por dos receptores distintos, ETa y
ETs. El ETa se localiza en el musculo liso vascular y su estimulacion causa
vasoconstriccion. Sin embargo, el ETg esta presente tanto en las células
endoteliales como en las musculares y causa dilatacion y contraccion
vascular (56, 57).

2.1.5. Angiotensina Il

La angiotensina Il (Ang Il) es una hormona peptidica que forma parte del
sistema renina-angiotensina-aldosterona. Se forma a partir de la

angiotensina | (Ang |) por la accién de la enzima convertidora de la
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angiotensina (ACE). Es agonista de los receptores ATR1y ATR2y tiene un
importante papel en la regulacion de la tension arterial por su efecto sobre
varios organos diana. Produce vasoconstriccion por efecto directo sobre la
pared vascular y por activacién del sistema nervioso simpatico. Ademas,
regula la reabsorcién de agua e iones a nivel del tubulo renal de forma
directa y por la activacion de los sistemas hormonales de la aldosterona y la

hormona antidiurética (58).

La Ang Il juega un papel importante también en la disfuncion endotelial, ya
que disminuye la biodisponibilidad de NO mediante varios mecanismos,
entre ellos la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). En los
ultimos afios se han realizado varios estudios que han demostrado que los
efectos contractiles de la Ang Il podrian estar estrechamente relacionados
con la produccion de anién superdxido (‘O2) (59, 60). La Ang Il también
produce condiciones favorables para la aterogénesis al regular al alza los
receptores endoteliales de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (OxLDL)
con el consiguiente desencadenamiento de la formacién de la placa de
ateroma y la apoptosis de células endoteliales. Por otro lado, aumenta los
receptores para el VEFG y las metaloproteinasas de la matriz, lo que
provoca un aumento de permeabilidad y el remodelado vascular. Asi mismo,
el desencadenamiento de los procesos de estrés oxidativo aumenta la
expresion del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1y las citoquinas

favoreciendo la trombosis y la inflamacién (61).

2.2. Disfuncién endotelial, estrés oxidativo y arteriosclerosis

La disfuncion endotelial se caracteriza por un desequilibrio en la liberaciéon
de factores endoteliales cuya consecuencia es un déficit de vasodilatacion.

La principal causa es una disminucion en la biodisponibilidad de NO (62-64),
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aunque otros factores derivados del endotelio, tanto relajantes como

contractiles, también podrian verse afectados (38).

Una de las caracteristicas de la disfuncion endotelial es una respuesta
alterada a los estimulos dependientes del endotelio, como la bradiquinina o
la acetilcolina (65), comunmente utilizadas para evaluar la funcion endotelial

en los estudios de reactividad vascular.

Los efectos vasodilatadores de la bradiquinina estan mediados por el
receptor de bradiquinina 1 (B1R) y el receptor de bradiquinina 2 (B2R). El
B2R se expresa de forma constitutiva y abundante en el endotelio y su
activacion induce la liberacion endotelial de NO, PGl; y/o EDHF. Por el
contrario, el B1R se expresa en niveles bajos y se regula al alza en
respuesta al estrés (isquemia-reperfusion, inflamacion cronica, diabetes...)
induciendo vasodilatacién mediada por la liberacion de NO (66). La vena
safena humana produce una vasodilatacion dependiente de endotelio en
respuesta a la bradiquinina y los mecanismos implicados son la liberacién
de NO y de EDHF (67, 68). Se ha observado que la bradiquinina es
desencadenante de los mecanismos endoteliales protectores. En células
endoteliales cultivadas con bradiquinina se observd un aumento
dependiente de la concentracién (1 pM - 10 nM) de los iones de Ca?®'
citoplasmico. Ademas, este aumento fue acompafado por la liberacion de
NO (69). Otros estudios experimentales han demostrado que en oposicion
directa a la Ang I, la bradiquinina produce vasodilatacién, ejerce un efecto
antiinflamatorio, disminuye las ROS y tiene efectos antifibrinoliticos y

antitrombaticos (70).

La acetilcolina también produce una vasodilatacion dependiente de
endotelio (71, 72), en este caso por la activaciéon de los receptores

muscarinicos localizados en la membrana de las células endoteliales. Se
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han descrito 5 subtipos de receptores muscarinicos (M1-M5), siendo el M3
el mas expresado en el endotelio (73). La consecuencia de la activacion del
M3 es el aumento del Ca?" intracelular que, tras unirse a la calmodulina,

activa la eNOS y por tanto la sintesis de NO (74).

La disfuncion endotelial subyace en todas las patologias cardiovasculares
(75-77), asi pues, se encuentra en la hipertensién arterial (78, 79), la
hipercolesterolemia (80), la diabetes mellitus (81-83) y la obesidad (84),

entre otras.

Centrandonos en la disfuncion endotelial debida a una menor
biodisponibilidad de NO, varios son los mecanismos que podrian
desembocar en esta situacion. Por ejemplo, la arginasa compite con la
eNOS por el mismo sustrato, la L-arginina. Cuando la actividad de la
arginasa aumenta, como ocurre en el infarto agudo de miocardio (85-87), se
produce un mayor consumo de L-arginina, disminuyendo asi la produccién
de NO. Por otra parte, las metilargininas como la ADMA o la L-NMMA
compiten por el centro activo de la eNOS inhibiendo la sintesis de NO. Esta
es la causa de disfuncion endotelial en pacientes urémicos (40). La
dimetilarginina simétrica (SDMA) no compite con la L-arginina por unirse al
centro activo de la eNOS, pero si lo hace por unirse al transportador que
introduce la L-arginina dentro de la célula, asi que de manera indirecta
podria también disminuir la biodisponibilidad de NO. Se han detectado
niveles plasmaticos elevados de SDMA en pacientes con sindrome
hepatorrenal, pudiendo ser la causa de vasoconstriccion y fallo renal en
pacientes con cirrosis hepatica (88). Las dimetilargininas son degradadas a
L-citrulina por las dimetilarginina dimetilaminohidrolasas (DDAHs). La
disminucion en la actividad de las DDAHs puede contribuir a un aumento de

estas sustancias y por tanto a una mayor inhibicion de la eNOS (89).
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El estrés oxidativo también puede contribuir a la disminucion en la

biodisponibilidad de NO vy, por ende, a la disfuncion endotelial. El estrés

oxidativo se define como el desequilibrio entre los sistemas prooxidantes y

antioxidantes a favor de los primeros. El exceso de ROS y especies

reactivas de nitrégeno (RNS) derivadas del proceso fisiolégico de la

oxidacién celular puede causar dafio a elementos celulares esenciales

(proteinas, lipidos, ADN, etc) llevando a la muerte celular por necrosis o

apoptosis. Entre las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (RONS)

destacan:

Anién superoxido (‘O2’) u oxigeno reactivo.

Peroxido de hidrégeno (H20-): se forma a partir del ‘O, por la accién de la
enzima superoéxido dismutasa (SOD).

Radical hidroxilo (‘OH): se forma también a partir del ‘Oz por la accion de
catalizadores metalicos como el hierro o el cobre.

Peroxinitrito (ONOQO"): especie reactiva de nitrégeno que se forma a partir

de la reaccion del ‘Oz con el NO, lo cual disminuye la biodisponibilidad de
NO.

A nivel vascular, las principales fuentes de RONS son (90):

La nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa o
NOX). Esta enzima transforma el Oz en ‘O2". Se encuentra en las células
endoteliales y en las células del musculo liso vascular. De las cinco
isoformas que se conocen, todas excepto la NOX3 se encuentran a nivel
vascular. La NOX1 se localiza en el musculo liso, la NOX2 en el endotelio.
Se sabe que la Ang Il aumenta la expresion génica de la NOX1 y NOX2
con los consiguientes efectos dafiinos sobre el endotelio. La NOX4 es la
mas abundante a nivel vascular; se expresa en el endotelio 100 veces
mas que la NOX2. Para la NOX4 se han descrito dos vias de accion, de

manera que dependiendo de la que predomine presenta un papel dafiino
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o protector del endotelio (Figura 2). Por un lado, produce ‘O que
disminuye la biodisponibilidad de NO y tiene un efecto proinflamatorio a
nivel de la célula muscular lisa vascular con la consiguiente disfuncion
endotelial y, por otro lado, puede producir H.O> que activa la eNOS (91,
92) y por tanto aumenta la biodisponibilidad del NO e inhibe la
proliferacion de las células del musculo liso vascular con el consiguiente
efecto protector. Sin embargo, la mayoria de autores le confieren un poder
protector a nivel cardiovascular, puesto que se ha relacionado mas con la
produccion de H.O2 que con la producciéon de ‘Oz (93, 94). Ademas, el
H20- se ha postulado como un posible factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (42, 47, 95, 96). La NOX5, aunque menos estudiada, también

se expresa a nivel vascular (97).

Vascular NOX4
l __S0D _ l
: PR s
0, H,0,
| l | ]
Reduccion de la Fenotipo Incrementa la Inhibicion del fenotipo
biodisponibilidad de proinflamatorio de biodisponibilidad de proinflamatorio de
NO VSMCs NO endotelial VSMCs
Disfuncién vascular Proteccion vascular

Figura 2. Efectos vasculares de la NOX4. ‘O anién superoxido; H20::
peroxido de hidrogeno; SOD: superdxido dismutasa; NO: 6xido nitrico;
VSMCs: células musculares lisas vasculares. Imagen modificada de (90).
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- La eNOS desacoplada. Las principales causas del desacoplamiento de la
eNOS son el déficit de L-arginina (debido a un aumento de la actividad de
la arginasa) o de tetrahidrobiopterina (BH4) (debido a un aumento de su
oxidacion), la glutationacion de la eNOS (en pacientes con hipertension
arterial y niveles elevados de Ang Il) y el propio estrés oxidativo (98, 99).
En un endotelio sano, con niveles bajos de ‘Oz’ la eNOS transforma la L-
arginina en NO y produce vasodilatacion. En la fase aguda del estrés
oxidativo, con altos niveles de ‘O, gran parte del NO formado a partir de
la L-arginina se consume al interaccionar con el Oz generando ONOOQO, lo
cual disminuye la vasodilatacion por disminuir la sintesis de PGl2 y la
biodisponibilidad de NO. Si la situacién de estrés oxidativo persiste, la
eNOS desacoplada produce ‘O a partir de L-arginina en lugar de NO, con
lo que ademas de disminuir la biodisponibilidad de NO y producir
disfuncion endotelial aumenta los niveles de "O2 perpetuando la situacion

de estrés oxidativo (90).

- La xantina oxidasa (XO), que forma ‘O y H»0, (100). Estudios
experimentales han demostrado que su expresion aumenta en respuesta
a la Ang Il y a la activacion crénica del sistema renina-angiotensina-

aldosterona (101).

- Otras fuentes de RONS también serian la COX, la lipoxigenasa (LOX), la
epoxigenasa (EOX) y la fosforilacion oxidativa en la mitocondria
(Figura 3).

Para compensar el exceso de RONS existen en la célula estrategias
defensivas. Las mas importantes son las enzimas antioxidantes SOD,
catalasa y glutation peroxidasa. Otros antioxidantes celulares son la
peroxirredoxina, la sulfirredoxina, la paraoxonasa, la glutation S transferasa,

la aldehido deshidrogenasa y el acido ascérbico (vitamina C). La SOD
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dismuta el ‘Oz para producir H202, que sera posteriormente degradado,
principalmente por la catalasa (Figura 3).

Mitocondria

(complejos |y Il EOX| |COX| |LOX| X0 ~|NOX| |eNOS desacoplada

SOD l+NO
-
H,0, !

‘ Disfuncion endotelial ‘

H,0

Figura 3. Principales fuentes de anidn superoxido a nivel vascular. EOX:
epoxigenasa; COX: ciclooxigenasa; LOX: lipoxigenasa; XO: xantina
oxidasa; NOX: NADPH oxidasa; eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial; ‘02" :
anion superdxido; SOD: superoxido dismutasa; H202: perdxido de
hidrégeno; H20: agua; NO: 6xido nitrico; ONOO™: peroxinitrito.

Existen tres isoformas de la SOD: la SOD1 o Cu/Zn-SOD se encuentra en
la mitocondria, el citosol y los endosomas, la SOD2 o Mn-SOD se encuentra
en la mitocondria y la SOD3 en el liquido extracelular.

En condiciones normales, el sistema antioxidante contrarresta el exceso de
RONS para mantener el equilibrio. Cuando este equilibrio se rompe, el
exceso de ‘Oz disminuye la biodisponibilidad de NO llevando a una
disfuncién endotelial, con disminucion de la respuesta vasodilatadora y un
estado proinflamatorio y protrombético.
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El estrés oxidativo no supone una enfermedad en si, pero aparece asociado
a enfermedades neurodegenerativas (102, 103), cancer (104) vy
enfermedades cardiovasculares (105). De ahi el interés en las sustancias
antioxidantes que puedan minimizar los dafios celulares inducidos por el

estrés oxidativo.

3. Nanociencia y nanotecnologia

El prefijo “nano” ha sido aplicado en las ultimas décadas a diferentes
campos de conocimiento, como la nanociencia o la nanotecnologia. Procede
del griego antiguo y significa mindsculo. En el sistema internacional de
unidades se usa para indicar un factor de reduccién de 10 veces. Por tanto,
el nanomundo se mide en nandémetros y engloba sistemas cuyo tamano esta
por encima de las dimensiones moleculares y por debajo de las
macroscopicas, generalmente por encima de 1 nm y por debajo de 100 nm.
Una de las bases de la nanociencia es el concepto de que la materia cambia
de propiedades cuando se reduce su tamafo. Estos cambios empiezan a

aparecer en el dominio cuantico, es decir por debajo de los 100 nm (106).

Por otro lado, la nanotecnologia es la capacidad de convertir la teoria de la
nanociencia en aplicaciones utiles observando, midiendo, manipulando,
ensamblando, controlando y fabricando la materia a escala nanométrica
(107). En los ultimos tiempos la nanotecnologia ha tenido un importante
desarrollo, utilizdandose actualmente en multiples campos como la
electronica, los materiales, la cosmética y productos de higiene, el medio

ambiente, los biomateriales o la medicina.

En el campo de la medicina, la aplicacién de la nanotecnologia recibe el

nombre de nanomedicina. Los avances en este campo se han orientado
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principalmente al desarrollo de nanoparticulas, nanoestructuras vy
nanodispositivos para la deteccibn temprana y el tratamiento de
enfermedades neoplasicas, cardiovasculares, autoinmunes e infecciosas
(108).

3.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas con dos o mas dimensiones entre 1y
100 nm (definicion de la American Society for Testing and Materials o
ASTM). Representan la transicion entre los materiales solidos volumétricos

y las estructuras atomicas y moleculares.

Las nanoparticulas han existido en el mundo desde siempre. De hecho,
algunas civilizaciones ya las utilizaban debido a sus propiedades opticas o
medicinales. Un ejemplo de ello es el famoso Vaso de Lycurgus, creado por
los romanos en el siglo IV D.C. y que esta expuesto en el Museo Britanico.
Esta compuesto por una matriz de vidrio que contiene nanoparticulas de
plata y oro que le proporcionan la peculiaridad de que se ve rojo si la luz lo
atraviesa y verde si la luz se refleja en él. Otro ejemplo es el uso que hacian
los egipcios de nanoparticulas de oro como coloides medicinales para

conservar la salud y la juventud.

Ademas de su composicion, las propiedades de las nanoparticulas
dependen de su tamafio y forma. Por ello se han creado diferentes métodos
quimicos y fisicos de sintesis con el objetivo de poder disefiar las
dimensiones, forma, composicion y modificadores de superficie para asi

regular su comportamiento (109).

Debido a su mayor ratio superficie-masa, las nanoparticulas pueden unirse,

absorber o transportar otras moléculas (110), por lo que se plantea su uso
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como liberadoras de farmacos. De esta manera, las nanoparticulas evitan la
degradacion del farmaco desde el momento de la administracion en el
paciente hasta que alcanza su lugar de accién, lo que mejora su
biodisponibilidad. Asi mismo, es posible dirigir el farmaco directamente a la
célula o tejido diana e incluso que se libere en compartimentos intracelulares
disminuyendo asi los efectos secundarios (p. ej. tratamiento del cancer).
Ademas, permite atravesar barreras bioldgicas (gastrointestinal,
respiratoria, hematoencefalica, etc) a moléculas que de otra manera no
serian capaces o en su caso dafarian los tejidos. Por otra parte, las
nanoparticulas se pueden utilizar de manera que imiten el comportamiento
de ciertos microorganismos (biomimetismo) y sus estrategias para evitar los
mecanismos de defensa del organismo y/o colonizar de forma especifica
determinados tipos de tejidos o células, lo que es de gran utilidad para el
desarrollo de nuevas vacunas y tratamientos de inmunoterapia (111). Asi
también, algunas nanoparticulas como las metalicas, las nanoparticulas de
oro o los puntos cuanticos tienen propiedades electronicas, opticas y de
fluorescencia que permiten su uso como ligandos, para técnicas de imagen,
secuenciacion de ADN o como biosensores. Otras, como las nanoparticulas
de 6xido de cerio, tienen la capacidad de ceder o captar electrones del
medio. Por todo ello, las nanoparticulas han sido consideradas como
agentes teragnosticos, acrénimo de las palabras terapéutico y diagnostico
(112, 113).

Segun su composicién quimica, las nanoparticulas se dividen en tres grupos
principales: nanoparticulas organicas (liposomas y polimeros),
nanoparticulas inorganicas (metales, 6xidos metalicos, ceramicas y puntos

cuanticos) y nanoparticulas de carbono (90) (Figura 4).
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Tigos de nanogarticulas

l |

Organicas Inorganicas Basadas en carbono
Li Polimeros Metélicas Oxidos Ceramicas Puntos Fulerenos Nanotubos
Iposomas de metales cuanticos

]

Nanoparticulas de
oxido de cerio

Figura 4. Tipos de nanoparticulas segun su composicién quimica. Imagen
modificada de (90).

3.2. Nanoparticulas de 6xido de cerio

Dentro de las nanoparticulas inorganicas se encuentran las nanoparticulas
de Oxidos de metales que exhiben actividad catalitica y antioxidante,
estabilidad quimica y ciertas propiedades 6pticas y de biocompatibilidad, lo
que las hace adecuadas para aplicaciones biomédicas. Las mas usadas son
de oxido de hierro (FesQs), titanio (TiO.), zirconio (ZrO2) y mas
recientemente, cerio (CeO;). Esta tesis se centra en las nanoparticulas de
oxido de cerio (CeO2NPs).

En el ambito biomédico, las CeO:NPs han demostrado resultados
prometedores en tratamientos contra el cancer, debido a sus propiedades
terapéuticas y como vehiculos de administracion de farmacos dirigidos.
Estudios recientes demuestran que las CeO;NPs son citotoxicas para las
células cancerigenas mientras que no afectan a las células sanas. Este
efecto puede ser debido a que las células cancerigenas tienen un pH mas

acido en el citosol que las células sanas (114, 115). En estas condiciones
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las CeO2NPs pierden sus propiedades antioxidantes y se comportan como
un potente oxidante de componentes intra y extracelulares que inducen
apoptosis (116) unicamente en las células cancerigenas preservando la
integridad en las células sanas. Como vehiculo de administracion de
farmacos, se han desarrollado unas CeO:NPs modificadas con
B-cyclodextrina (farmaco anticancerigeno) y acopladas a nanoparticulas
mesoporosas de silice con resultados prometedores. Esta asociacion es
capaz de conseguir la liberacion de B-cyclodextrina en el interior de las
células cancerigenas de pulmén. Esta liberacion del farmaco, mucho mas
dirigida a las células diana, aumentaria la eficacia del tratamiento (117). Las
CeO:NPs se han usado también para transportar doxorrubicina, un
antibidtico utilizado en la quimioterapia del cancer. Cuando la doxorrubicina
se administra transportada mediante estas nanoparticulas aumenta la
eficacia antitumoral (118), logrando efectos terapéuticos sinérgicos (119).
Estos resultados se deben a la mayor captacioén celular de doxorrubicina
cuando es transportada con CeO2NPs en comparacién con la doxorrubicina
libre. Ademas, a pH mas acido, la liberacion de la doxorrubicina del complejo
con la nanoparticula de 6xido de cerio aumenta (118), estableciendo un
sistema de liberacién de farmacos sensible al pH. A menor pH, las CeO:NPs
muestran una actividad prooxidante, de ahi que se logren efectos

terapéuticos sinérgicos (119).

En la terapia fotodinamica también se han utilizado CeO>.NPs como base de
un sistema multifuncional de administracion de farmacos (120). Esta técnica
basada en el uso de un agente fotosensibilizador es util para tratar canceres
resistentes a farmacos debido al elevado grado de captacion del agente
fotosensibilizador por las células cancerigenas. Primero, el agente
fotosensibilizador debe ser captado por las células cancerigenas, luego se
estimula a la longitud de onda adecuada, lo que induce la formacion de

radicales libres y muerte celular.
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En la terapia génica, basada en la transferencia de material genético a la
célula diana, las CeO;NPs podrian usarse como vectores no virales. Usar
un vector no viral ofrece ciertos beneficios como la mayor reproducibilidad o
la menor toxicidad. Hasanzadeh et al. (121), disefiaron una nueva clase de
transportador de genes usando CeO:NPs. Debido a la capacidad
antioxidante dependiente de pH que se le atribuye a las CeO:NPs, este
estudio concluye la idoneidad potencial de usarlas por su capacidad
citotdxica innata frente a las células tumorales, sin afectar a las células

sanas.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que las CeO-NPs pueden
actuar como agentes antioxidantes y antiinflamatorios por su capacidad en
la captacion de RONS (112, 122, 123). Las CeO2NPs poseen tanto actividad
catalasa como SOD (124-128) y son capaces de captar las ROS
intracelulares, reduciendo entre un 5-25 % sus niveles en cultivos celulares
expuestos a H2O2 (129). El estado de oxidacion del cerio de la superficie de
la nanoparticula es crucial para su capacidad mimética de la SOD (112). De
esta manera, si la relacion Ce*/Ce* disminuye, también lo hace su
capacidad para eliminar el ‘O, por lo tanto cuanta mas concentracion de
Ce™ haya en la superficie de la nanoparticula mayor poder de eliminacion
del ‘Oz (124). Sin embargo, las CeO,NPs también mimetizan la catalasa y
en este caso sorprendentemente, la actividad mimética de la catalasa se
correlaciona con un nivel reducido de Ce** (126). Estas propiedades
antioxidantes son de gran interés en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con estrés oxidativo. Por ejemplo, la produccion de radicales
libres y el aumento de estrés oxidativo son caracteristicas comunes de las
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o el
Parkinson (102). En este sentido, la administracién de antioxidantes podria
constituir una herramienta terapéutica util (130-132). Sin embargo, las

sustancias antioxidantes clasicas tienen un efecto limitado puesto que no
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son internalizadas por las células de forma directa y ademas no son capaces
de atravesar la barrera hematoencefalica (133, 134). En este caso, el
desarrollo de las CeO:NPs ha sido de gran interés debido a sus propiedades
antioxidantes y a que atraviesan la barrera hematoencefalica con gran
facilidad (125). La union de las CeO:NPs con el NO, mediador de la
inflamacién, las convierte también en potenciales agentes
antiinflamatorios (135). De hecho, se ha demostrado que las CeO.NPs son
capaces de inhibir la activacion de NF-kB in vitro en cardiomiocitos de
rata (136), por lo que se reduce la expresion de proteinas proinflamatorias

como la iNOS.

3.3. Sistema vascular y nanoparticulas de 6xido de cerio

Mucho menos desarrolladas se encuentran las aplicaciones sobre el
sistema cardiovascular. Es por ello que el presente estudio se centra en este

campo, especialmente en la reactividad vascular.

Como se ha descrito anteriormente, la disfuncion y las lesiones de las
células endoteliales se consideran caracteristicas fisiopatologicas de las
enfermedades cardiovasculares que, a menudo, son inducidas por la
produccién de estrés oxidativo el cual puede activar la via de apoptosis. En
cultivos de células endoteliales de cordén umbilical humano, las CeO.NPs
eran capaces de contrarrestar la produccién de ROS inducida por HO, y de
reducir el ratio de necrosis y apoptosis (137). Estos resultados revelan que
las CeO2NPs podrian ser usadas en tratamientos novedosos para controlar
las enfermedades cardiovasculares. La disfuncion endotelial conlleva,
inevitablemente, la pérdida del poder vasodilatador dependiente del
endotelio y como consecuencia el aumento de los efectos vasoconstrictores
(38). Como resultado de este desequilibrio queda comprometida la

reactividad vascular por aumento de la resistencia. En este sentido, la
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absorcion de CeO:NPs por las células endoteliales y el efecto que producen
sobre su viabilidad, podria preservar la liberacion de mediadores relajantes
que devuelvan el equilibrio entre las sustancias vasodilatadoras y
vasoconstrictoras endoteliales. De igual forma, las CeO>NPs se podrian
dirigir al musculo liso vascular disminuyendo la contraccién en patologias
como la hipertension, diabetes o la dislipemia que cursan con un aumento

del tono vasomotor.

En células endoteliales, las CeO,NPs no alteran la viabilidad celular,
reducen el estrés oxidativo y la inflamacién. Ademas, reducen el
acortamiento de los teldmeros, contrarrestando posiblemente la
senescencia prematura. Todo ello las posiciona como candidatas
prometedoras para tratar afecciones relacionadas con el estrés oxidativo
vascular (138). Mas efectos beneficiosos de las CeO,NPs sobre el sistema
vascular los encontramos en la proteccion que ofrecen en la isquemia
cerebral aguda en un modelo de reperfusion en ratas. EI mecanismo, de
nuevo, esta relacionado con sus propiedades antioxidantes (139). En un
modelo experimental de cirrosis en rata, las CeO;NPs también han
demostrado efectos beneficiosos, disminuyendo el estrés oxidativo y la
inflamacién en el endotelio de la vena porta (140). Sin embargo, Minarchick
et al. (141) defienden que la administracion intravenosa y gastrica de
CeO2NPs empeora la funcién vascular en la microcirculacién. Los
mecanismos subyacentes no quedan claros. No obstante, el mismo grupo
defiende que las CeO.NPs mejoran la disfuncion endotelial inducida por la
hipertensién arterial en un modelo de rata. La explicacién de Minarchick et
al. (142) es que las CeO:NPs, por su potencial antioxidante, podrian ser
capaces de reducir estos altos niveles de ROS mejorando la funcién

vascular.
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Hipotesis

Una de las mayores preocupaciones tras la cirugia de bypass coronario es
la durabilidad de los injertos. Como se ha explicado anteriormente, la causa
mas frecuente de oclusion a largo plazo de los mismos es el desarrollo de
arteriosclerosis tanto del propio injerto como del lecho arterial nativo distal.
La disfuncidon endotelial inducida frecuentemente por estrés oxidativo es un
mecanismo fuertemente asociado a la formacion de la placa de ateroma y
relacionado con todos los factores de riesgo cardiovascular, por lo que el
estudio de agentes antioxidantes a nivel vascular es de gran interés en el

campo de la cirugia cardiovascular.

En base a los antecedentes expuestos, nuestra hipbtesis es que las
CeO:NPs podrian tener propiedades antioxidantes a nivel vascular,
especialmente por actuar como miméticas de la SOD y disminuir los niveles
de ‘O2". Esto aumentaria la biodisponibilidad de NO y revertiria la disfuncién
endotelial ocasionada por el estrés oxidativo asociado con enfermedades

cardiovasculares.
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Objetivos

Objetivo general

La vena safena interna procedente de pacientes sometidos a cirugia de
bypass coronario no suele presentar una buena funcién endotelial. Nuestro
objetivo general es estudiar si la incubacion con CeO2NPs en este lecho

venoso ejerce un efecto antioxidante mejorando la homeostasis vascular.

Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de las CeO2:NPs sobre la relajacion independiente
de endotelio (en respuesta al nitroprusiato sddico) en ausencia
(control) y en presencia de CeO2NPs.

2. Estudiar el efecto de las CeO:NPs sobre la relajacion dependiente
de endotelio (en respuesta a la bradiquinina y la acetilcolina) en
ausencia (control) y en presencia de CeO,NPs.

3. Analizar la expresién proteica de eNOS, eNOS fosforilada (peNOS)
en Ser 1177, GCs y canales BKca como principales proteinas
relacionadas con la vasodilatacién en ausencia (control) y en
presencia de CeO2NPs.

4. Analizar la expresion proteica de los principales sistemas
prooxidantes y antioxidantes a nivel vascular en ausencia (control) y
en presencia de CeO2NPs. Nos centramos en la SOD1, SOD2 y
NOX4.

5. Estudiar el efecto de las CeO2NPs sobre la contraccion inducida por
norepinefrina (NE), TXA2, ET-1 y Ang Il. En caso de observarse
diferencias con la incubacion de CeO2NPs se analizaria la expresion

de los diferentes receptores implicados.
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1. Grupo de estudio

Material y métodos

Este estudio se realizd utilizando muestras de vena safena interna de

pacientes sometidos a cirugia de bypass coronario en el Hospital Clinico

Universitario de Valencia.

El protocolo de estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion

clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia y se realizd6 de

conformidad con la Declaracién de Helsinki. Todos los pacientes firmaron

consentimiento informado previamente a la cirugia y a la extraccién de las

muestras.

Se incluyeron 95 pacientes en base a criterios de inclusién como se detalla

en la tabla 1.

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion de los pacientes.

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Pacientes mayores de 18 anos

Pacientes que pertenezcan a otros
estudios clinicos

Con indicacién de cirugia de bypass
coronario

Pacientes que rechacen participar en el
estudio

Ingresados en el Servicio de Cirugia
Cardiovascular del Hospital Clinico de
Valencia

Que acepten ser incluidos tras firma de
consentimiento informado por el propio
paciente o por el representante legal o
familiar
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Se utilizé vena safena interna para la revascularizacion de todos los vasos
diana salvo para la arteria descendente anterior donde se usé arteria
mamaria interna segun la practica rutinaria del Servicio de Cirugia

Cardiovascular del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

2. Obtencion de las muestras de vena safena interna

Los segmentos de vena safena interna fueron obtenidos durante cirugia de
bypass coronario. El procedimiento para la preparacion quirurgica del injerto
se realizd segun el método tradicional. La vena safena interna se diseco
cuidadosamente y se ligaron sus ramas. Se midi6 la longitud necesaria para
realizar los injertos y el segmento de vena excedente sin dilatar se colocé
inmediatamente en una solucion de suero salino frio y se traslad6 al
laboratorio. En la mayor parte de los casos el experimento se realizo el
mismo dia de la extraccion quirdrgica y todos los tejidos se utilizaron dentro

de las siguientes 18 horas.

3. Preparacion de las muestras

Se realizé la limpieza de las muestras de vena safena interna, retirando la
grasa perivascular, en una placa de Petri con solucion salina (NaCl 0,9%)
fria, bajo una lupa de diseccion (Wild M3C) iluminada con luz fria.
Posteriormente las muestras se cortaron en segmentos de 3 mm de longitud
y se montaron en un sistema para el registro de la tension isométrica
(Figura 5).
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Figura 5. Bafio de organos y sistema para el registro de la tension
isométrica.

La preparacién experimental consistié en introducir dos alambres rigidos
(200 ym de diametro) de acero inoxidable a través de la luz del segmento
venoso. Uno de los alambres se uni6 a un soporte que a su vez se fij¢ a la
pared del bafio de érganos; el otro alambre, que es movil y se desplaza
paralelamente al anterior, se conectd a un transductor de fuerza (FT03
Grass Instruments). Cada segmento venoso, con los alambres introducidos
en su luz, se colocd en un bafio de 6rganos que contenia 4 ml de solucion
fisioldgica (solucidon de Krebs) cuya composicion es la siguiente (en mM):
NaCl 115; KCI 4,6; MgCl,-6H20 1,2; CaCl, 2,5; NaHCO3 25; glucosa 11,1y
EDTA disédico 0,01. Esta solucion se equilibré con una mezcla gaseosa
(95% O2y 5% CO2) que proporcioné un pH entre 7,3 - 7,4. La temperatura
de la solucion se mantuvo a 37 °C durante todo el experimento. Un tornillo

micrométrico unido al transductor de fuerza permitid aplicar al segmento

41



Material y métodos

venoso la tension pasiva adecuada separando los alambres. Los cambios
de tensién isométrica se registraron en un ordenador Macintosh utilizando
un software Chart v7 y un sistema de adquisicion de datos PowerlLab/8e (AD
Instruments). Una vez montados, los segmentos venosos se dejaron
estabilizar en el bafio de érganos durante 1 hora, renovandose la solucion

de Krebs con lavados cada 15 minutos.

Al inicio de cada experimento, se comprobd la capacidad contractil del
musculo liso vascular por su respuesta al KCI (60 mM), y la integridad
funcional del endotelio por la relajacion provocada por bradiquinina (107 -
10 M) en segmentos previamente contraidos con NE (107 - 3x107 M). Se
descartaron aquellos segmentos que no respondieron mas de 1g al KClI
(60 mM) y que no relajaron mas de un 40% a la bradiquinina (10”7 M). Cada

condicion experimental se realizd en un segmento venoso diferente.

4. Tension pasiva 6ptima

Se realizaron una serie de experimentos preliminares en segmentos de vena
safena interna de semejante longitud y diametro con el fin de determinar la
tension pasiva optima. Para ello se registro la contraccién inducida por el
KCl (60 mM) después de exponer los segmentos venosos a diversas
tensiones pasivas (1, 2, 3 y 4 g). La tension pasiva a la que se obtuvo la
mayor respuesta contractil al KCl se consider6 como la tension éptima de
reposo. La tension pasiva 6ptima para los segmentos de vena safena interna

humana fue de 3 g.

Para aplicar la tension pasiva adecuada, los segmentos se distendieron
separando los alambres mediante el tornillo micrométrico. Dado que la

respuesta inmediata a la distension es la relajacion, la tension se reajusto
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periodicamente hasta alcanzar wuna tension Optima de reposo.
Posteriormente se mantuvo a ese nivel de tension durante 1 hora de

acomodacion, previo a la realizacién del experimento.

5. Curvas concentracion-respuesta

Las curvas concentracion-respuesta se obtuvieron de forma acumulativa, de
manera que la concentracién del farmaco en el bafio cuando se aplicd una
dosis fue la resultante de la suma de ésta ultima con las administradas
anteriormente. El cambio de concentracion se llevo a cabo cuando la dosis

anterior habia desarrollado su efecto maximo.

Se construyeron curvas concentracion-respuesta a los siguientes agonistas:

5.1. Nitroprusiato sédico

Para estudiar el efecto de las CeO:NPs sobre la respuesta vasodilatadora
independiente de endotelio se construyeron curvas concentracion-
respuesta al nitroprusiato sodico (10° - 10® M), un dador de NO, en

ausencia (control) y presencia de CeO2NPs (10, 20 y 40 pg/ml).

Ademas, para analizar la contribucion del ‘Oz en la respuesta al nitroprusiato
sédico, se construyeron curvas concentracion-respuesta al nitroprusiato
sédico (1079~ 10° M) en ausencia (control) y presencia de tempol (10 M),

un mimético de la SOD que descompone el ‘Oz en H,0,.
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5.2. Bradiquinina y acetilcolina

Para estudiar el efecto de las CeO:NPs sobre la respuesta vasodilatadora
dependiente de endotelio se construyeron curvas concentracién-respuesta
a la bradiquinina (10°- 10°M) y a la acetilcolina (10°- 10° M) en ausencia
(control) y presencia de CeO2NPs (10, 20 y 40 pg/ml) y CeO2NPs (20 pg/ml)

respectivamente.

Ademas, para analizar la contribuciéon de los factores endoteliales en la
respuesta a la bradiquinina, se construyeron curvas concentracion-
respuesta a la bradiquinina (10 M) en ausencia (control) y presencia de:

— Indometacina (10° M), un inhibidor de la COX.

—  L-NAME (10*M), un inhibidor de la NOS.

— Cloruro de tetraetilamonio (TEA, 102 M), un bloqueante de los

canales Kca relacionados con la EDH.
—  Tempol (103 M).

5.3. Norepinefrina

Para estudiar el efecto de las CeO:NPs sobre la respuesta vascular
adrenérgica se construyeron curvas concentracion-respuesta a la NE (10°-
10°M), un agonista de los receptores a-adrenérgicos, en ausencia (control)

y presencia de CeO2NPs (20 pg/ml).

5.4. Tromboxano Az

Para estudiar el efecto de las CeO.NPs sobre la respuesta contractil
derivada de la activacion de los receptores TP, se construyeron curvas
concentracion-respuesta al U46619 (107'°- 10° M), un analogo del TXA;, en

ausencia (control) y presencia de CeO,NPs (20 ug/ml).
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5.5. Endotelina-1

Para estudiar el efecto de las CeO2NPs sobre la respuesta contractil a la
ET-1, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la ET-1 (10™""- 107 M)

en ausencia (control) y presencia de CeO2NPs (20 ug/ml).

5.6. Angiotensina ll

Para estudiar el efecto de las CeO2NPs sobre la respuesta contractil a la
Ang I, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la Ang Il (107" -

3x10°7 M), en ausencia (control) y presencia de CeO2NPs (20 pg/ml).

Ademas, para analizar la participacion del ‘Oz en la respuesta a la Ang Il, se
realizaron curvas concentracion-respuesta a la Ang Il (10™"" - 3x107 M) en

ausencia (control) y presencia de tempol (10 M).

6. Farmacos y soluciones

Cloruro de acetilcolina, nitroprusiato soédico, L-NAME, cloruro de
tetraetilamonio, indometacina, clorhidrato de norepinefrina, endotelina-1,
U46619, angiotensina Il y tempol todos ellos distribuidos por Sigma. Cloruro
potasico distribuido por Panreac. Las soluciones concentradas de los
farmacos utilizados en bafio de érganos se realizaron con agua bidestilada,
excepto la indometacina que se disolvié en etanol y bicarbonato sédico (150
mM) ajustado a un pH 7,4 con HCI. La concentracion de etanol final en el
bafno fue inferior al 0,01%. Las diluciones correspondientes se hicieron con

solucioén fisiologica (NaCl 0,9%).
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7. Analisis de la expresion proteica mediante Western-Blot

Con el fin de analizar los efectos de las CeO:NPs sobre las vias de
sefalizacién celular relacionadas con el mantenimiento del tono vascular,
asi como las principales enzimas de los sistemas prooxidante y antioxidante
de la pared vascular, se determiné la expresion proteica de eNOS, peNOS,
canales BKca, GCs, SOD1, SOD2 y NOX4, en ausencia (control) y
presencia de CeO2NPs (20 pg/ml).

7.1. Incubacién de los segmentos de venosos

Se utilizaron segmentos limpios de grasa perivascular de 3 mm de longitud
de vena safena interna y se mantuvieron en solucion de Krebs a 37°C
equilibrada con una mezcla gaseosa (95% O. y 5% CO). Posteriormente se
incubaron durante 30 minutos en ausencia (control) y presencia de
CeO:2NPs (20 ug/ml). Tras la incubacion, los segmentos fueron rapidamente
congelados en nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C hasta el momento

de la extraccién de proteinas.

7.2. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se sumergieron 50 mg de tejido vascular en tampon de lisis (0.125 M Tris-
HCI, pH 6.8, 2% SDS, 19% glicerol y 1% (v/v) inhibidor de proteasas) en un
microtubo de 1,5 ml y se homogeneizaron mediante friccion mecanica. Los
homogeneizados se congelaron toda la noche a -20°C y al dia siguiente se
centrifugaron a 4°C, 10.000 r.p.m. durante 20 minutos. Tras la centrifugacion
se recogio el sobrenadante y se determind la concentracion de proteinas
totales por el método del acido bicinconinico (BCA) utilizando una curva

estandar de seroalbumina bovina (BSA).
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7.3. Separacion y transferencia de proteinas

Una vez conocida la concentracion de proteinas de cada muestra, se afiadio
0,5% (v/v) 2-mercaptoetanol y 1% (v/v) azul de bromofenol y se calent6 a
95°C durante 5 minutos. Las proteinas se separaron mediante electroforesis
desnaturalizante SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis). Para ello, se cargaron 20 - 40 ug de proteina de cada
muestra en geles de resolucion, preparados con un gradiente de
poliacrilamida del 4 - 15% en funcién del peso molecular de la proteina a
estudiar. Asi mismo, se utilizd una proteina estandar multicolor (Broad
MultiColor Pre-Stained Protein Standard, GenScript) para verificar la eficacia
de la transferencia y determinar el tamafio aproximado de las proteinas de
interés. La electroforesis se realizo en el sistema Mini-PROTEAN® Tetra
Cell (Bio Rad), que contenia un tampon de migracion (Tris 25 mM, glicina
200 mM y SDS al 0.1% (p/v), pH 8,3), y se aplicé un voltaje constante de
140 V durante 50-60 minutos. Tras la electroforesis, las proteinas separadas
en el gel fueron transferidas en medio humedo a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad, Hércules, CA, EE.UU) activada
previamente con metanol. Para la trasferencia se usé un tampén de
trasferencia (Tris 25 mM, glicina 190 mM y metanol 20%), y se aplicé un

voltaje constante de 40 V durante 1 hora a 4°C.

7.4. Inmunodeteccion

Para la inmunodeteccion, las membranas se incubaron con una solucién de
bloqueo para impedir las uniones inespecificas, compuesta por BSA al 5%
en TBS-Tween (Tris-Cl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.1%, pH 7.5). El
bloqueo se realizé en agitacion suave, a temperatura ambiente, durante

1 hora. A continuacion, las membranas se incubaron con el anticuerpo
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primario, diluido en la solucién de bloqueo, durante toda la noche a 4°C, en

agitacion suave (Tabla 2).

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para la determinacion de la
expresion proteica por Western-Blot.

Anticuerpos primarios
Peso
Anticuerpo | molecular | Dilucién Casa comercial
(KDa)
eNOS 133 1:250 Abcam
peNOS 140 1:250 Thermo Fisher Scientific
GCs 67 1:500 Santa Cruz
BKca 115 1:500 Abcam
SOD1 16 1:1000 Thermo Fisher Scientific
SOD2 20 1:1000 Thermo Fisher Scientific
NOX4 67 1:500 Invitrogen
ATR1 41 1:1000 Thermo Fisher Scientific
ATR2 41 1:1000 Thermo Fisher Scientific
ACE2 120 1:1000 Thermo Fisher Scientific
a-tubulina 50 1:1000 Sigma-Aldrich
B-actina 42 1:10000 Novus

Al dia siguiente, las membranas se lavaron con TBS-Tween (3 lavados de
5 minutos) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con un
anticuerpo secundario (anti-rabbit para eNOS, peNOS, canales BKca, SOD1
y NOX4; y anti-mouse para SOD2, B-actina y a-tubulina) conjugado con la

enzima peroxidasa de rabano picante (HRP), diluido en la solucién de
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bloqueo. Finalmente, tras lavar las membranas varias veces con TBS-
Tween para eliminar el exceso del anticuerpo secundario, se incubaron con
el reactivo comercial ECL (Pierce, Thermo Scientific), que permite la
deteccién por quimioluminiscencia de los anticuerpos conjugados con HRP.
La actividad de la peroxidasa se visualizé mediante el sistema ImageQuant
LAS-4000 (GE Healthcare Life Science, Barcelona, Spain). La sefal
obtenida se cuantificé por densitometria utilizando el software Imaged
(Figura 6).
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Figura 6. Determinacion de la expresion proteica mediante Western-Blot.

8. Analisis estadistico

Los resultados para reactividad vascular se indican como la media * error

estandar y para la expresion proteica como la media + desviacion estandar.
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Las curvas concentracion-respuesta a agonistas relajantes se realizaron en
segmentos venosos previamente contraidos con NE (3x107 M) que
corresponde a un efecto contractil aproximado al 70% de la contraccion
maxima obtenida en respuesta a 60 mM de KCI. Las curvas concentracion-
respuesta a agonistas contractiles se representan en porcentaje de
contraccion con respecto a la contraccion obtenida en respuesta a 60 mM
de KCI.

La concentracién eficaz 50 (CEsop), es decir, la concentracion de agonista
que produce el 50 % de la respuesta maxima (Emax), se calculé para cada
curva concentracién-respuesta por un método de analisis de regresién no
lineal. Los resultados se expresan como el valor de pD: + el error estandar,
donde pD.= - Log (CEso). En cada grupo de experimentos, n indica el

numero de individuos.

En los experimentos de reactividad vascular, las comparaciones entre
grupos se llevaron a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA),
seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones multiples. Para el
analisis de expresion proteica, en los que se utilizaron las mismas venas en
condiciones de control y experimentales, se utilizé una prueba t pareada. En
todos los casos se consideraron las diferencias significativas cuando el valor
de p< 0,05. El analisis estadistico se realizé con GraphPad Prism 8.2.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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Resultados

1. Efecto de las nanoparticulas de o6xido de cerio sobre la

respuesta al nitroprusiato sédico

Para estudiar el efecto de las CeO,NPs sobre la relajacion independiente de
endotelio, se realizaron curvas concentracion-respuesta al nitroprusiato
sédico (1079 - 10° M) en ausencia (control) y en presencia de diferentes
concentraciones de CeO,NPs (10, 20 y 40 ug/ml). Se observo que las
CeO:NPs a la concentracion de 20 pg/ml aumentaron la respuesta

vasodilatadora (Figura 7 y tabla 3).
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Figura 7. Curvas concentracién-respuesta al nitroprusiato sddico (107° -
10°% M) en segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia
de CeO2NPs (10, 20 y 40 ug/ml). Cada punto representa la media + error
estandar. *p<0,05 comparado con el control.
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Tabla 3. Valores de pD- + error estandar (e.e.) y del Emax * error estandar
(e.e.), en respuesta al nitroprusiato sédico en segmentos de vena safena en
las diferentes condiciones experimentales.

Nitroprusiato sédico n pD2te.e Emax t e.e
Control 12 79%0,1 98,3+0,8
CeO2NPs 10 pg/ml 5 7,8+0,1 95,6 +2,9
CeO2NPs 20 pg/ml 6 85+0,1* 99,5+0,5
CeO2NPs 40 pg/ml 6 76+0,2 89,5+8,0
Tempol 10°*M 3 8,7+0,1* 100,0 + 0,1

n = numero de pacientes.
*p<0,05 comparado con el control.

1.1. Participaciéon del aniéon superéxido en la respuesta al

nitroprusiato sédico

El hecho de que las CeO,NPs puedan aumentar la respuesta vasodilatadora

al nitroprusiato sodico podria estar relacionado con un aumento de la

biodisponibilidad del NO por disminucién del estrés oxidativo.

Para estudiar si el estrés oxidativo es capaz de disminuir la relajacion
dependiente de NO, se realizaron curvas concentracion-respuesta al
nitroprusiato sédico (10°- 10® M) en presencia de tempol (102 M). Los
resultados mostraron un aumento de la respuesta vasodilatarora en
presencia de tempol, indicando que el ‘O, reacciona con el NO

disminuyendo su biodisponibilidad (Figura 8 y tabla 3).
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Figura 8. Curvas concentracién-respuesta al nitroprusiato sédico (107 -
10°% M) en segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia
tempol (10 M). Cada punto representa la media + error estandar. *p<0,05
comparado con el control.

Si ademas, solapamos las curvas de nitroprusiato sédico en presencia de
CeO:NPs y tempol, se observa que tienen la misma respuesta (Figura 9 y

tabla 3).
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Figura 9. Curvas concentracién-respuesta al nitroprusiato sédico (107° -
10"® M) en segmentos de vena safena en presencia de CeO,NPs (20 pg/ml)
y tempol (10 M). Cada punto representa la media * error estandar.

2. Efecto de las nanoparticulas de o6xido de cerio sobre la

respuesta a la bradiquinina.

Para estudiar el efecto de las CeO,NPs sobre la relajacion dependiente de

endotelio, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la bradiquinina
(10° - 10° M) en ausencia (control) y en presencia de diferentes
concentraciones de CeO,NPs (10, 20 y 40 ug/ml). Los resultados mostraron
que las CeO,NPs inducen un desplazamiento de la curva de bradiquinina a
la derecha que es significativo a todas las concentraciones (p<0,05). Sin
embargo, en términos de Emax, éste solo resulté significativo a 20 pg/ml
(Figura 10 y tabla 4).
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Figura 10. Curvas concentracion-respuesta a la bradiquinina (10° - 10° M)
en segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia de
CeO2NPs (10, 20 y 40 ug/ml). Cada punto representa la media * error
estandar. *p<0,05 comparado con el control.

Tabla 4. Valores de pD- + error estandar (e.e.) y del Emax * error estandar
(e.e.), en respuesta a la bradiquinina en segmentos de vena safena en las

diferentes condiciones experimentales.

Bradiquinina n pD2t e.e Emax t e.e
Control 9 7,7+0,1 83,7+2,6
CeO2NPs 10 pg/mi 6 7,0+0,2* 70,1+8,5
CeO2NPs 20 pg/ml 8 6,4+0,1* 61,8 £ 8,9*
CeO2NPs 40 ug/mi 6 7,3+0,1% 71,5+3,8
Tempol 102 M 9 7,5+0,1 83,2+2,1

n = numero de pacientes.
*p<0,05 comparado con el control.
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2.1. Mecanismos implicados en respuesta a la bradiquinina en la

vena safena humana

Con el fin de analizar los mecanismos por los que relaja la bradiquinina en
la vena safena humana, se estudio la respuesta a la bradiquinina (10° M) en
presencia de diferentes inhibidores relacionados con la sintesis de factores
relajantes derivados del endotelio. El bloqueo con indometacina (10 M),
que se utilizé para estudiar la participacion de prostanoides, no disminuyé
significativamente la relajacion inducida por bradiquinina, como se observa
en la figura 11, indicando que la bradiquinina no media su efecto
vasodilatador por liberar prostanoides. Al incubar con L-NAME (10*M), un
inhibidor de la NOS, se observé una disminucion significativa del efecto
relajante, lo que demuestra que la bradiquinina relaja por liberar NO. Por
ultimo, para bloquear la relajacion resistente a la combinacion de
indometacina (10° M) y L-NAME (10 M), se incub6 con TEA (103 M), un
bloqueante de los canales Kca. Este produjo un bloqueo significativo de la

relajacion remanente.
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Figura 11. Respuesta a la bradiquinina (10°® M) en segmentos de vena
safena en ausencia (control) y presencia de indometacina (10° M), L-NAME
(10* M) y TEA (10 M). Las barras representan la media + desviacion
estandar. *p<0,05 con respecto al control. #p<0,05 con respecto a
indometacina + L-NAME. n=9 para cada condicion.

En base a estos resultados, podemos concluir que la bradiquinina media su
efecto vasodilatador en la vena safena humana por activar la eNOS vy los

canales Kca, relacionados con el mecanismo denominado EDH.
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2.2. Participacion del anion superoxido en la respuesta a la

braquinina

Para estudiar si el ‘O, fuera el factor liberado por el endotelio en respuesta
a la bradiquinina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la
bradiquinina (10° - 10°° M) en presencia de tempol (10 M). Los resultados
mostraron que el tempol no modificaba la respuesta relajante a la

bradiquinina (Figura 12 y tabla 4).
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Figura 12. Curvas concentracion-respuesta a la bradiquinina (10° - 10° M)
en segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia tempol
(10 M). Cada punto representa la media * error estandar.
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3. Efecto de las nanoparticulas de 6xido de cerio sobre la

respuesta a la acetilcolina

Para estudiar la integridad de endotelio, se realizaron curvas concentracion-
respuesta a la acetilcolina (10- 10 M) en ausencia (control) y en presencia
de CeO,NPs (20 pg/ml). Los resultados mostraron que las CeO,NPs no
modificaban la respuesta relajante a la acetilcolina (Figura 13 y tabla 5), por
lo que podemos concluir que las CeO:NPs no producen disfunciéon

endotelial.
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Figura 13. Curvas concentracion-respuesta a la acetilcolina (10 - 10° M)

en segmentos de vena safena en ausencia (control) y presencia de
CeO:2NPs (20 pg/ml). Cada punto representa la media * error estandar.
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Tabla 5. Valores de pD- + error estandar (e.e.) y del Emax * error estandar
(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de vena safena en
ausencia (control) y presencia de CeO,NPs (20 ug/ml).

Acetilcolina n pD2te.e Emax t e.e
Control 5 7,1+0,3 69,3157
CeO2NPs 20 ug/mi 5 6,5+£0,4 61,1+8,6

n = numero de pacientes.

4. Efecto de las nanoparticulas de o6xido de cerio sobre la
expresidon proteica de las enzimas relacionadas con la

vasodilatacion

Con el fin de analizar el efecto de las CeO2NPs sobre las diferentes enzimas
relacionadas con la vasodilatacion, se cuantificd la expresién proteica de
eNOS, peNOS, canales BKca y GCs en ausencia (control) y en presencia
de CeO2NPs (20 ug/ml). Se observo que las CeO2NPs no modificaron la
expresion de dichas enzimas, indicando que la menor relajacion a la
bradiquinina observada en presencia de CeO2NPs (20 ug/ml) no era debida
a una menor expresion de la eNOS, la peNOS (Figura 14) o los canales
BKca (Figura 15). Tampoco parece probable que la respuesta aumentada al
nitroprusiato sédico en presencia de CeO,NPs (20 ug/ml) fuera debida a una

mayor expresion de la GCs (Figura 15).
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Figura 14. Cuantificacion de la expresion proteica de las enzimas eNOS y
peNOS en segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia
de CeO2NPs (20 ug/ml). Las barras representan la media + desviacion
estandar. n=12-14 pacientes para cada condicién.
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Figura 15. Cuantificacion de la expresion proteica de los canales BKca y de
la enzima GCs en segmentos de vena safena en ausencia (control) y en
presencia de CeO:NPs (20 pg/ml). Las barras representan la media +
desviacion estandar. n=9-10 pacientes para cada condicién.
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5. Efecto de las nanoparticulas de 6xido de cerio sobre la
expresion proteica de los principales sistemas prooxidantes y

antioxidantes

Con el fin de analizar el efecto de las CeO;NPs sobre las principales
enzimas relacionadas con el estrés oxidativo vascular, se cuantificd la
expresion proteica de la SOD1 y SOD2, enzimas antioxidantes, y de la
NOX4, enzima prooxidante y principal isoforma de la NOX a nivel vascular,

en ausencia (control) y en presencia de CeO2NPs (20 ug/ml) (Figura 16).
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Figura 16. Cuantificacion de la expresion proteica de las enzimas SOD1,
SOD2 y NOX4 en segmentos de vena safena en ausencia (control) y en
presencia de CeO:NPs (20 pg/ml). Las barras representan la media +
desviacion estandar. *p<0,05 con respecto al control. ***p<0,0005 con
respecto al control. n=9-10 pacientes para cada condicion.

En las muestras incubadas con CeO:NPs, se observé un aumento de la
expresion de SOD1 y SOD2 y una menor expresion de NOX4 de forma
significativa. En base a estos resultados, podemos concluir que las

CeO2NPs son capaces de disminuir el estrés oxidativo vascular.
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6. Efecto de las nanoparticulas de 6xido de cerio sobre la

contraccion inducida por diferentes agonistas contractiles

Con el fin de conocer si las CeO:NPs podian modular la respuesta de
diferentes agonistas contractiles, se realizaron curvas concentracion-
respuesta a NE (10°- 10* M), U46619 (10°-10° M), ET-1 (10""- 10° M) y
Ang Il (10" - 3x107 M), en ausencia (control) y presencia de CeO.NPs
(20 pg/ml).

Las CeO:NPs (20 pg/ml) no modificaron la respuesta contractil a la NE
(Figura 17), el U46619 (Figura 18) y la ET-1 (Figura 19), pero si
disminuyeron significativamente la respuesta a la Ang Il (Figura 20). En la
Tabla 6 se recogen los valores de pD, y Emax en respuesta a los diferentes
agonistas contractiles en segmentos de vena safena en las diferentes

condiciones experimentales.
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Figura 17. Curvas concentracion-respuesta a la NE (10° - 10* M) en
segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia de
CeO2NPs (20 pg/ml). Cada punto representa la media = error estandar.
n=7-14 pacientes para cada condicion
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Figura 18. Curvas concentracion-respuesta al U46619 (107° - 10° M) en
segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia de
CeO2NPs (20 pg/ml). Cada punto representa la media + error estandar.
n=6-18 pacientes para cada condicion.

210 =
-®- Control

i - CeO,NPs 20 pg/ml

140 =

70

Contracccion (%60 mM KCI)

log[ET-1] M

Figura 19. Curvas concentracion-respuesta a la ET-1 (10" - 10° M) en
segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia de
CeO2NPs (20 pg/ml). Cada punto representa la media = error estandar.
n=7-14 pacientes para cada condicion.
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Figura 20. Curvas concentracion-respuesta a la Ang Il (10" - 3x107 M) en
segmentos de vena safena en ausencia (control) y en presencia de
CeO2NPs (20 pg/ml). Cada punto representa la media = error estandar.
*p<0,05 con respecto al control. n=10-18 pacientes para cada condicion.
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Tabla 6. Valores de pD- + error estandar (e.e.) y del Emax * error estandar
(e.e.), en respuesta a los diferentes agonistas contractiles, en segmentos de
vena safena en ausencia (control) y en presencia de CeO2NPs (20 pug/ml).

Control n pD2 * e.e Emax * e.e
Norepinefrina 14 6,5+0,1 163,1 £ 5,6
uU46619 10 8,8+0,2 193,7+9,6
Endotelina-1 10 8,2+0,2 178,5+17,9
Angiotensina Il 20 8,3+0,1 948 +7,2
CeO:2NPs 20 ug/ml n pD2te.e Emax t e.e
Norepinefrina 7 6,6 £ 0,1 156,5 + 4,6
u46619 6 8,9+0,6 169,8 £ 7,1
Endotelina-1 7 8,2+0,2 168,0 £ 23,9
Angiotensina Il 10 8,1+0,1 63,6 + 6,4*

n = numero de pacientes.
*p<0,05 comparado con el control.

6.1. Niveles proteicos de los receptores ATR1 y ATR2 en
respuesta a las nanoparticulas de 6xido de cerio

Con el fin de estudiar si la menor respuesta a la Ang Il en presencia de las
CeO2NPs era debida a una menor expresion de los receptores de la Ang I,
se midieron los niveles proteicos de los mismos en ausencia (control) y
presencia de CeO2NPs (20 ug/ml). Como nuestros resultados indican, la
expresion de ambos receptores de la Ang Il (ATR1 y ATR2) no se vio

alterada en presencia de las CeO2NPs (Figura 21), por lo que no parece
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probable que éste sea el mecanismo por el cual las CeO2NPs reducen el

efecto contractil a la Ang Il

Control CeO;NPs Control CeO,NPs
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Figura 21. Cuantificacion de la expresion proteica de los receptores de la
Ang Il (ATR1 y ATR2) en segmentos de vena safena en ausencia (control)
y en presencia de CeO2NPs (20 ug/ml). Las barras representan la media +
desviacion estandar. n=8-13 pacientes para cada condicién.

6.2. Participacion del anién superoxido en la respuesta a la

angiotensina ll

Con el fin de evaluar si el ‘O fuera liberado en respuesta a la Ang Il, y éste
fuera modulado por las CeO:NPs, se realizaron curvas concentracion-
respuesta a la Ang Il (107" - 3x107 M), en presencia de tempol (10 M). Los
resultados mostraron que el tempol no modificaba la respuesta contractil a
la Ang Il (Figura 22), por lo que tampoco parece probable que éste sea el

mecanismo por el cual las CeO2NPs reducen el efecto contractil a la Ang Il.
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Figura 22. Curvas concentracion-respuesta a la Ang Il (107" - 3x107 M) en
segmentos de vena safena en ausencia (control) y presencia de tempol
(10 M). Cada punto representa la media + error estandar. n=9-18 pacientes
para cada condicion.

6.3. Efecto de las nanoparticulas de 6xido de cerio sobre la

expresion proteica de la ACE2

Puesto que la Ang Il es degradada por la enzima convertidora de la
angiotensina 2 (ACE2), decidimos medir los niveles proteicos de ésta en
ausencia (control) y en presencia de CeO:NPs (20 pg/ml). Nuestros
resultados mostraron que las CeO,NPs aumentaban los niveles de ACE2
(Figura 23), pudiendo ser ésta la causa de la menor respuesta contractil a la

Ang Il en presencia de las CeO2NPs.
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Figura 23. Cuantificacion de la expresion proteica de la ACE2 en segmentos
de vena safena en ausencia (control) y en presencia de CeO:NPs
(20 pg/ml). Las barras representan la media + desviacion estandar. *p<0,05
comparado con el control. n=10 pacientes para cada condicion.
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Discusién
1. Ventajas y limitaciones del estudio

En primer lugar, debemos hacer hincapié en que el presente trabajo trata de
investigacion basica, siendo el objetivo de esta tesis aumentar los
conocimientos fisioldgicos sobre los mecanismos de reactividad vascular,
en concreto de los efectos de las CeO2NPs sobre la vena safena interna
humana. El mayor entendimiento de estos mecanismos en vasos utilizados
en la cirugia de bypass coronario, puede contribuir al desarrollo de nuevas
herramientas terapéuticas. No obstante, la extrapolacion de los resultados
a la practica clinica debe ser tomada con cautela precisando de la
realizacion de mas estudios para su potencial aplicabilidad clinica en el

futuro.

En segundo lugar, hemos de tener en cuenta que esta tesis analiza los
efectos de las CeO,NPs sobre la reactividad vascular in vitro. Los sistemas
de bafio de érganos han sido ampliamente utilizados en estudios preclinicos
para evaluar la relacion concentracion-respuesta en el tejido contractil. En
la investigacion cardiovascular se usan para medir la tension isométrica de
vasos aislados en respuesta a diferentes estimulos. Estos estudios
presentan la ventaja de obtener resultados en tiempo real, lo que nos
permite sacar conclusiones rapidas y poder planificar los siguientes
experimentos, asi como resolver problemas durante los mismos y estudiar
de forma paralela varios segmentos vasculares. Sin embargo, durante el
estudio in vitro del vaso aislado quedan excluidos los factores hormonales o
nerviosos que afectan a la pared vascular y regulan el flujo sanguineo, lo
que constituye una limitacién del estudio. Al mismo tiempo, el poder aislar el
vaso Yy realizar los experimentos en estas condiciones nos permite dilucidar
mecanismos de accion intrinsecos de la propia pared vascular, es decir “sin

interferencias” de la regulacion endocrina o nerviosa. Ademas, el estudio in
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vitro nos permite realizar los experimentos sin producir ningun perjuicio para

el paciente ni alterar su tratamiento.

La realizacion de un estudio con muestras humanas presenta ventajas
obvias con respecto al uso de muestras de procedencia animal, pero los
inconvenientes de la variabilidad de respuesta entre pacientes, por motivos
constitutivos, diferente comorbilidad y tratamiento farmacoldgico entre otros.
Ademas, en la arteriosclerosis se produce una disfunciéon endotelial en gran
parte mediada por estrés oxidativo cuyo resultado es el aumento de la
resistencia y la disminucion de la respuesta vasodilatadora (143). Nuestros
resultados proceden de pacientes con patologia cardiovascular y por tanto

pueden presentar alteraciones en la reactividad vascular.

Segun el lecho vascular, la reactividad vascular a diferentes estimulos
puede diferir (67, 68), por lo que debemos ser cautos al extrapolar los datos.
En nuestro trabajo hemos utilizado la vena safena interna por ser el injerto
mas empleado en la ultima década en los pacientes sometidos a cirugia de
bypass coronario en el Hospital Clinico Universitario de Valencia, de donde
proceden las muestras. Ademas, su facil extraccion y longitud hace que sea
frecuente que exista un excedente al finalizar el procedimiento quirurgico
que pueda ser utilizado para estudio. No ocurre lo mismo con otros injertos
utilizados para revascularizacién coronaria, con longitudes mas limitadas o
que precisan aplicacién topica de sustancias vasodilatadoras, o que los

inutiliza para estudios de reactividad vascular.
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2. Efecto de las nanoparticulas de o6xido de cerio sobre la

vasodilatacion

Las CeO2NPs son un importante nanomaterial de uso médico debido a su
potencial actividad antioxidante (112). Ademas, su alta biocompatibilidad y
gran superficie las convierte en agentes terapéuticos ideales que pueden
penetrar la membrana celular y ser usadas como transportadores de
farmacos (144). A pesar de su creciente importancia farmacéutica, sus
efectos en el sistema cardiovascular permanecen inexplorados. Por otra
parte, la causa mas frecuente de oclusion a largo plazo de los injertos de
vena safena interna es el desarrollo de arteriosclerosis (12), por lo que la
presente tesis pretende generar conocimiento en este campo para su
posible aplicabilidad futura. El estrés oxidativo acelera la disfuncion
endotelial en la arteriosclerosis llevando a la alteracion de la homeostasis
vascular (143). Nuestra hipétesis es que las CeO.NPs podrian tener
propiedades antioxidantes a nivel vascular, especialmente por actuar como
miméticas de la SOD y disminuir los niveles de ‘O>. Esto aumentaria la
biodisponibilidad de NO y revertiria la disfuncion endotelial ocasionada por
el aumento de estrés oxidativo asociado con enfermedades

cardiovasculares.

Diversos estudios han demostrado el efecto antioxidante de las CeO;NPs
(112, 122, 123), evidenciando que presentan actividad mimética con
algunas de las enzimas antioxidantes mas importantes a nivel vascular
como son la SOD (124) o la catalasa (126) y que su efecto depende de su

estado de oxidacion (128).

Como cabria esperar por su potencial actividad antioxidante, las CeO;NPs
aumentan la sensibilidad al nitroprusiato sédico en la vena safena humana.

El nitroprusiato sédico es un dador de NO que activa la via de la GCs
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aumentando los niveles de GMPc, el cual disminuye la concentracion de
Ca?" intracelular produciendo asi vasodilatacion. Por ello, medimos la
expresion de la GCs en ausencia y presencia de CeO:;NPs. No se
encontraron diferencias significativas, por lo que podemos concluir que el
aumento de la respuesta vasodilatadora al nitroprusiato sédico no es
secundaria a una mayor expresion de la GCs. Sin embargo, las CeO2NPs si
aumentan la expresion proteica de ambas isoformas de la SOD. De manera
que nuestra hipotesis es que el mecanismo por el que las CeO:NPs
aumentan el efecto vasodilatador del dador exégeno de NO es por el
aumento de la expresion proteica de la SOD en sus dos isoformas, que
disminuiria los niveles de ‘O, y, por tanto, aumentaria la biodisponibilidad
del NO administrado de forma exdgena. Para confirmar esta hipétesis se
incubaron las muestras con tempol, mimético de la SOD utilizado en otros
estudios de reactividad vascular (145), observando que se produce un
aumento de la respuesta vasodilatadora al nitroprusiato sédico y ademas,
que la curva concentracion-respuesta obtenida se superpone a la que se
obtiene al incubar con CeO2NPs (20 ug/ml), lo que nos permite concluir que
este mecanismo antioxidante es, probablemente, la causa de que las

CeO2NPs aumenten la respuesta vasodilatadora al nitroprusiato sédico.

En concordancia con lo anteriormente expuesto, cabria esperar que las
CeO:NPs aumentasen la respuesta vasodilatadora a la bradiquinina
(vasodilatacion dependiente del endotelio) por aumento de la
biodisponibilidad del NO. Sin embargo, en la vena safena humana hemos
observado que las CeO;NPs disminuyen la respuesta vasodilatadora a la

bradiquinina dependiente de la concentracién, siendo maxima a 20 ug/ml.

Nos preguntamos por qué mecanismos se estaba produciendo esta

disminucion de la respuesta vasodilatadora a la bradiquinina. Para ello
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estudiamos la respuesta a la bradiquinina (10° M) en presencia de
diferentes inhibidores de los factores relajantes derivados del endotelio. Asi,
pudimos observar que el bloqueo con indometacina (bloqueante de los
prostanoides) no disminuyo la relajacion inducida por bradiquinina. Sin
embargo, al incubar con L-NAME (inhibidor de la eNOS), y con TEA
(bloqueante de los canales Kca) se observé una disminucion significativa de
la relajacion inducida por bradiquinina. Estos resultados indicaban que la
bradiquinina mediaba su efecto vasodilatador por activar la eNOS y los
canales Kca, estos ultimos relacionados con el mecanismo denominado
EDH. Estos datos concuerdan con estudios realizados por Liu et al. (68)
quienes observaron que la relajacién dependiente del endotelio en vena
safena humana era fundamentalmente consecuencia del NO y del EDHF.

También obtuvieron similares resultados Akar et al. (67)

Asi pues, debiamos buscar si las CeO2NPs afectaban a alguno de estos dos
mecanismos y por ello disminuian la respuesta a la bradiquinina. Con esta
finalidad analizamos la expresion proteica de la eNOS, peNOS (Ser1177),
GCs y los canales BKca en ausencia y presencia de las CeO2NPs. En
cuanto a la expresion proteica de la eNOS, las CeO2NPs no la modificaron.
Sin embargo, esto no indicaba si realmente se estaba produciendo menos
NO, ya que la fosforilacion en determinados aminoacidos de la proteina
puede modificar su actividad. En concreto, la fosforilacion de la serina en
posicion 1177 aumenta la actividad de la eNOS (146). Algunas
nanoparticulas han mostrado capacidad para fosforilar proteinas, por
ejemplo, las nanoparticulas de plata producen fosforilacién de histona 3 de
la serina en posicion 10 (147). Ademas, las CeO,NPs han demostrado tener
capacidad de interaccion con ésteres fosfato de diversas biomoléculas como
el ATP, p-nitrofenilfosfato (pNPP) o o-fosfo-I-tirosina (148). Por ello nos
preguntamos si las CeO2NPs podian afectar a la fosforilacion de la eNOS

(Ser1177) aumentando asi su actividad. Para ello se analizé la expresion
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proteica de peNOS (Ser1177) en ausencia y presencia de CeO2NPs. De
nuevo, no se observaron diferencias significativas en la expresion proteica
de la peNOS en presencia y ausencia de las CeO,NPs. Asi pues, podemos
concluir que las CeO2NPs no disminuyen la respuesta vasodilatadora a la
bradiquinina en la vena safena humana por disminuir la expresion de la

eNOS o por afectar a su activacién a través de la fosforilacion.

Asi pues, no encontramos una explicacion basada en la produccién de NO
por la célula endotelial. EI NO media su efecto vasodilatador por activar la
GCs en la célula muscular lisa. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas expresion de la GCs en ausencia y presencia de CeO:NPs. En
conjunto estos resultados indican que las CeO:NPs no afectan a la

produccion de NO por parte del endotelio ni a la expresion de la GCs.

Ademas, la apertura de los canales Kca produce una hiperpolarizacion de la
célula muscular lisa y este mecanismo también participa en la relajacion
inducida por bradiquinina en la vena safena humana. Algunas
nanoparticulas han mostrado interaccion con canales iénicos in vitro. En un
estudio realizado por Soloviev et al. (149) se observo que nanoparticulas de
oro disminuian la amplitud de la contractilidad inducida por NE en células
musculares lisas de aorta de rata por activacion de los canales BKca. Por
otro lado, Melnyk et al. (150) demostraron que el fulereno C60 inhibe los
canales BKca en células musculares lisas de arteria pulmonar. Ademas,
nuestro grupo de investigacion ha demostrado que en la vena safena
humana los canales BKca estan activos, disminuyendo la respuesta
adrenérgica (151). Sin embargo, como muestran los resultados de la
presente tesis, las CeO2NPs no modifican la expresién proteica de dichos

canales, con lo que podemos concluir que la menor relajacion a la
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bradiquinina observada en presencia de CeO;NPs no es debida a una

menor expresion de los canales BKca.

A la bradiquinina se le ha adjudicado un papel protector a nivel endotelial
por producir vasodilatacion mediada por NO, ejercer un efecto
antiinflamatorio, disminuir las ROS y por sus efectos antifibrinoliticos y
antitrombaticos (69, 70). Por tanto, no podemos pasar por alto que el hecho
de que las CeO2NPs disminuyan su efecto a nivel vascular, podria ser
indicativo de disfuncién endotelial. Sin embargo, el hecho de no alterar la
respuesta a la acetilcolina, ni tampoco la via de la eNOS-GCs apunta hacia
un efecto selectivo de las CeO,NPs sobre la bradiquinina y no sobre la

funcion endotelial.

La EDH es un mecanismo que se relaciona con los canales Kca, y que
puede implicar o no un factor derivado del endotelio (51). El H2O, se ha
postulado como ese factor en diversos lechos vasculares (42, 47, 95, 96).
La principal fuente de H>Oz a nivel vascular parece serla NOX4, que produce
tanto ‘O>" como H2O,. De hecho, algunos autores afirman que produce mas
H.O. que ‘Oz (93, 94), confiriéndole un papel protector a nivel
cardiovascular. Nuestros resultados mostraron que la incubacién con
CeO:NPs disminuye la expresion de NOX4, por lo tanto, podria estar
disminuida la produccion de H>O.. Si el H.O, fuera el factor liberado por el
endotelio en respuesta a la bradiquinina que activase los canales BKca,
podria explicar, al menos en parte, la disminucion del efecto relajante a la
bradiquinina en presencia de CeO2NPs. En este sentido, se ha visto que en
arteria mamaria el H>O> induce relajacion a través de la hiperpolarizacion de
la membrana celular del musculo liso vascular por activacién de los canales
de K* (152).
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Nuestros resultados en general, contrastan con los obtenidos por Minarchick
et al. (141) quienes al estudiar los efectos de la exposicion intravenosa y
gastrica de las CeO:NPs sobre la funcion microvascular en arteriola
mesentérica de rata, no solo vieron que se producia disfuncion endotelial y
disminucién de la biodisponibilidad de NO sino también una disminucién de
la vasodilatacion independiente de endotelio por afectacion de la via GCs.
Estas diferencias pueden ser atribuidas a la via de administracién utilizada,
la concentracion de las nanoparticulas, el tiempo de exposicion y el lecho

vascular.

3. Efecto de las nanoparticulas de o6xido de cerio sobre la

vasoconstriccion

Las CeO2NPs no modifican la contraccion inducida por la NE, el U46619
(analogo del TXA2) ni la ET-1. Sin embargo, si que se observa una
disminucion en la respuesta vasoconstrictora a la Ang Il. Este efecto no se
atribuye a la capacidad para modificar los receptores ATR1 y ATR2, ya que
su expresion proteica no varia en presencia de las CeO:NPs. El efecto
vasoconstrictor de la Ang Il y su contribucion a la disfuncion endotelial se ha
relacionado fuertemente con la produccion de ‘Oz (59, 60, 153). Las
CeO2NPs presentan propiedades antioxidantes por aumentar la expresion
de SOD1 y SOD2 como muestran nuestros resultados, por lo que la
disminucion en el efecto contractil a este agonista en presencia de las
nanoparticulas, podria estar relacionado con su poder neutralizante del ‘O3 .
Sin embargo, en nuestros resultados la incubaciéon con tempol no modificd
la contraccién a la Ang Il. En consonancia con nuestros resultados, Schuijt
et al. (145) observaron que la incubacién con tempol no afecta a la respuesta

vasoconstrictora a la Ang Il en arterias coronarias humanas, por lo que
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concluyen que la vasoconstriccion por Ang Il en este lecho vascular no esta

mediado por el ‘O".

Por otra parte, la Ang Il es degradada por la ACE2. Esta enzima fue
descubierta en el afio 2000 y se describiéo como el primer homélogo humano
de la ACE, aunque presentan diferencias significativas. Se trata también de
una proteina transmembrana, pero en este caso una carboxipeptidasa.
Ademas, tiene diferentes sustratos. Mientras la ACE transforma la Ang | en
Ang I, la ACE2 degrada la Ang | en Ang (1-9) (metabolito inactivo) y la Ang
Il'en Ang (1-7) (154). En cuanto a su distribucion, a pesar de que inicialmente
se describid que su expresion génica se limitaba al corazon, rifiones y
testiculos (154) actualmente se sabe que la ACE2 se expresa de manera
abundante en las células epiteliales del alveolo pulmonar, en enterocitos del
intestino delgado, asi como en las células endoteliales de arterias y venas y
en las células musculares lisas arteriales de todos los 6rganos (155). La
ACE2 también esta presente en el rifidn y ademas se ha observado
sobreexpresion en el endotelio capilar glomerular y peritubular en diversas
patologias renales y en rifiones trasplantados (156). Existen dos formas de
ACEZ2: la ACE2 de longitud completa, que es una proteina transmembrana
ampliamente presente en los 6rganos incluyendo el endotelio vascular, y la
ACE2 soluble, presente en el plasma sanguineo sin su anclaje de membrana
(157).

En base a esto, decidimos medir los niveles proteicos de la ACEZ2,
encontrando un aumento de su expresion en presencia de CeO:NPs, lo que
explicaria nuestros resultados en respuesta a la Ang Il. El aumento de ACE2
en presencia de las CeO;NPs aumentaria la degradacién de Ang Il y por
tanto disminuiria su efecto contractil. Estos resultados nos hacen pensar que
las CeO2NPs podrian constituir una nueva estrategia terapéutica en el

tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la hipertension. En
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este sentido, Crackower et al. (158) observaron una menor expresion de los
niveles proteicos de ACE2 en los rifiones de ratas hipertensas con respecto
a controles normotensos. Ademas, como se ha explicado anteriormente, la
degradacién de la Ang Il por la ACE2 forma Ang (1-7). La Ang (1-7) ha
demostrado tener un efecto vasodilatador, antiproliferativo, antitrombaético y
antiinflamatorio a través de la activacion del receptor Mas (159, 160). El eje
ACE2-Ang(1-7)-Mas constituye un brazo muy relevante del sistema renina-
angiotensina-aldosterona puesto que contrarresta la accion de la ACE y de
la Ang Il (159, 161-164).

Ademas, segun diversos estudios en animales, la ACE2 parece tener un
papel cardioprotector (162). La ablacién genética de ACE2 en ratones
produjo disminucién severa de la contractilidad cardiaca (158). El sistema
renina-angiotensina y la Ang Il son factores clave en el remodelado
ventricular asociado a la insuficiencia cardiaca (165). En este sentido, la
sobreexpresion de ACE2 por transferencia genética ha demostrado proteger
el corazdon del remodelado inducido por hipertensibn en ratas
espontaneamente hipertensas (166). Por otro lado, Hernandez-Prada et al.
(167) observaron que el uso de XNT, farmaco activador de la ACEZ2,
disminuia la presion arterial en ratas espontdneamente hipertensas v,
ademas, esta disminucion en la tension arterial se asociaba a mejoria de la
funcién cardiaca y reversion de la fibrosis miocardica, perivascular y renal
asociada. Estudios en humanos también han demostrado la importancia de
la ACE2 en el remodelado ventricular y la disfunciéon cardiaca sistdlica y
diastolica (168, 169). El remodelado ventricular produce un deterioro
progresivo de la funcién cardiaca que deriva en insuficiencia cardiaca.
Ohtsuki et al. (170) demostraron que existe una correlacion entre la cantidad
de expresion génica de la ACE2 y la gravedad del remodelado ventricular,

lo que sugiere que la expresion de esta enzima podria activarse como
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mecanismo compensatorio adaptativo contra el remodelado ventricular. En
este sentido, se ha observado también un aumento de los niveles de ACE2
soluble en plasma de pacientes con insuficiencia cardiaca sistélica que se
correlaciona con empeoramiento de la clase funcional (171) y es factor
predictor independiente de efectos adversos (muerte, trasplante cardiaco y

hospitalizacion por insuficiencia cardiaca) (172).

Ademas, como hemos explicado anteriormente, la ACE2 convierte la Ang |
en Ang (1-9), aunque con menor eficiencia que la conversion de la Ang Il en
Ang (1-7). La Ang (1-9) también ha demostrado ser cardioprotectora,
reduciendo la fibrosis cardiaca por hipertensién e infarto de miocardio en
modelos animales, a través de los receptores ATR2 y por una via
independiente al eje ACE2-Ang(1-7)-Mas (173-177). Los activadores de la
ACEZ2, asi como los agonistas de los receptores Mas y ATR2, han sido
objeto de investigacién en los ultimos afos para el tratamiento de la
hipertension arterial (178). Asi también, el grupo de Bindom observé que la
regulacion al alza de ACE2 producia una mejoria del control glucémico en
ratas diabéticas (179). Ademas, Murga et al. (180) demostraron que la
activacion endogena de ACE2 mediante XNT en ratas diabéticas protegia
frente a la disfuncioén cardiaca autonémica inducida por la diabetes. La ACE2
parece tener también un papel protector a nivel renal en el contexto de la
diabetes mellitus (181, 182), de hecho se ha observado una disminucion de
la expresion proteica de ACE2 en rifiones de ratas diabéticas (183). Asi
mismo, se ha descrito una alteracion en la expresion del eje ACE2-
Ang(1- 7)-Mas en muchas patologias cardiovasculares como hipertension,
dafo renal, insuficiencia cardiaca y remodelado ventricular (159). Por otro
lado, Fraga-Silva et al. (184) demostraron que la activacion de ACE2
mejoraba la funcion endotelial por disminucién de la produccion de ROS.
Estos investigadores observaron una mejoria de la funcién endotelial tras

tratamiento in vivo con XNT al evaluar la respuesta vasodilatadora a la
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acetilcolina y al nitroprusiato sédico en ratas espontaneamente hipertensas
y en ratas diabéticas inducidas por estreptomicina. /In vitro observaron que
el XNT producia vasodilatacion dependiente de endotelio y que dicha
respuesta vasodilatadora se atenuaba con un antagonista del receptor Mas
y en ratones Mas knockout. Esos efectos estaban asociados con la
produccion de ROS. Ademas, observaron que la produccion de ROS

inducida por Ang Il en anillos de aorta humana fue atenuada por XNT.

Por todo lo expuesto, el hecho de que las CeO:NPs aumenten la expresion
proteica de la ACE2 podria abrir nuevas estrategias terapéuticas para
enfermedades cardiovasculares como la hipertension arterial, la

insuficiencia cardiaca o la diabetes mellitus.

4. Consideraciones finales

La ACE2 también degrada la des-Arg-bradiquinina, metabolito activo de la
bradiquinina que activa los receptores B1R (154), poco expresados en
tejidos sanos pero que cobran un papel importante en procesos
inflamatorios (185, 186). La activacion de los receptores B1R y B2R por la
bradiquinina y su metabolito activo causa una permeabilidad vascular
masiva y un aumento de los niveles de citoquinas inflamatorias implicadas
en la tormenta de citoquinas observada en la infeccién por SARS-CoV-2
(187, 188). De hecho, en los dos ultimos afios ha cobrado mucha
importancia el estudio de la ACE2 por ser el principal receptor para la
entrada del SARS-CoV-2 (189). Cuando el virus se une a la ACE2, el
complejo se internaliza en la célula, lo que produce una regulacion a la baja
de la ACE2. Esto aumenta los niveles de Ang Il y disminuye los niveles de

Ang (1-7) a la vez que aumenta los niveles de des-Arg-bradiquinina. A nivel
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pulmonar, la Ang (1-7) tiene efecto antiinflamatorio a través de la activacion
de los receptores Mas presentes en el epitelio del musculo liso bronquial;
por el contrario, la des-Arg-bradiquinina produce inflamacién pulmonar. Por
tanto, la disminucién de la Ang (1-7) sumado al aumento de des-Arg-
bradiquinina condicionan la respuesta inflamatoria a nivel pulmonar (190).
El aumento de Ang Il aumenta el eje Ang II/ATR1, que asociado al aumento
de des-Arg-bradiquinina, activa la tormenta de citoquinas responsable del
distrés respiratorio. Por todo ello, la ACE2 esta siendo objeto de desarrollo
de nuevas terapias contra la COVID-19. Por ejemplo, algunos
investigadores estan estudiando el tratamiento con ACE2 recombinante
humano soluble para prevenir la entrada del SARS-CoV-2 (191). En este
sentido, las CeO:NPs, al aumentar la expresion de la ACE2, podrian
contrarrestar la regulacion a la baja de la ACE2 y la consecuente tormenta
de citoquinas e inflamaciéon pulmonar responsable de las manifestaciones
graves causantes de la mayor parte de las muertes por esta enfermedad,
colocando por primera vez a las CeO;NPs como tratamiento prometedor

coadyuvante para la COVID-19.

En cuanto al efecto antioxidante de las CeO2NPs, nuestros resultados
muestran que estas nanoparticulas disminuyen por un lado la expresién
proteica de la NOX4, y por otro lado aumentan la expresion de la SOD1 y
SOD2. La disminucion de la NOX4 conlleva una menor sintesis de H>O» y
‘Oz, ambas ROS. Aunque si bien hemos dicho que la sintesis basal de H2O>
podria tener un efecto protector a nivel endotelial, niveles elevados de H.O,
son lesivos para el sistema vascular (94). Por otro lado, la disminucién de
los niveles de 'O, también es vasoprotectora puesto que el ‘Oz provoca
disfuncion endotelial por disminucién de la biodisponibilidad de NO y a la
larga por desacoplamiento de la eNOS (90, 97). Este mismo efecto se
produce con el aumento de la expresion proteica de las dos isoformas de la

SOD. En este sentido, las CeO:NPs podrian utilizarse como nuevas
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estrategias para el tratamiento de la arteriosclerosis y enfermedades

cardiovasculares, fuertemente relacionadas con el estrés oxidativo vascular
(105, 143).

En conclusion, como planteabamos en nuestra hipotesis, las CeO2NPs han
demostrado tener efecto antioxidante en la vena safena humana, lo que les
confiere efecto protector a nivel endotelial, ya que la formacion de la placa
de ateroma esta fuertemente asociada al estrés oxidativo. Ademas,
disminuyen la respuesta contracti de la vena safena a la Ang Il
probablemente por aumentar su degradacién a través del aumento de la
expresion de la ACE2. Todo ello las convertiria en potenciales agentes
terapéuticos para enfermedades cardiovasculares como la hipertension
arterial, la insuficiencia cardiaca, la diabetes mellitus, la cardiopatia
isquémica o la enfermedad del injerto coronario. Se precisarian, no

obstante, la realizacidon de estudios especificos en este sentido.

Por ultimo, a la hora de plantear el uso de las CeO,NPs como agentes
terapéuticos, no debemos olvidar que las nanoparticulas pueden ser
citotoxicas por si mismas o al interferir con la homeostasis celular (192). En
concreto, los 6xidos metalicos son toxicos per se. Esta citotoxicidad ha
resultado util en ciertos casos como es el tratamiento contra el cancer (193).
Respecto a la toxicidad de las CeO2NPs, varios estudios han observado
efectos deletéreos con la exposicion pulmonar (194, 195). No obstante, es
de vital importancia conocer los procesos de distribucion y absorcion de la
nanoparticula a utilizar, ya que durante su fabricacién es posible modificar
ciertas caracteristicas (tamafo, forma, composicion y carga eléctrica de su

superficie, etc.) para mejorar su biocompatibilidad (193).
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Conclusiones

Las CeO:NPs aumentan la respuesta al nitroprusiato sédico en la vena
safena humana, probablemente por mimetizar la SOD, es decir,
actuarian disminuyendo los niveles de ‘O y aumentando la
biodisponibilidad de NO. En consonancia, las CeO2:NPs tienen un efecto
antioxidante a nivel vascular por aumentar la expresion proteica de
ambas isoformas de la SOD y disminuir la NOX4.

Las CeO2NPs disminuyen la respuesta vasodilatadora a la bradiquinina,
sin afectar a la relajacion inducida por acetilcolina. La bradiquinina relaja
por inducir la liberacion de NO y activar los canales BKca.

Las CeO2NPs no afectan la via eNOS-NO-GCs, ya que no modifican la
expresion proteica de la eNOS, tampoco la fosforilacién de la eNOS, ni
la expresion de la GCs. Tampoco afectan la expresion de los canales
BKca.

Las CeO2NPs no tienen efecto sobre la contraccion inducida por la NE,
el analogo del TXA; (U46619) ni la ET-1. Sin embargo, si que
disminuyen la respuesta contractil a la Ang Il en la vena safena humana.
El efecto las CeO2NPs sobre la Ang Il no se atribuye a la capacidad para
modificar la expresion de los receptores ATR1y ATR2, pero podria estar

relacionado con un aumento de la expresion proteica de la ACE2.
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