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“Inside every old person is a young person wondering what happened”

Terry Pratchett
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1. Estado actual del conocimiento acerca del envejecimiento vasculat.

Hace ya mas de cien afios, en el siglo XIX, se sabfa que el sistema cardiovascular es
determinante en el envejecimiento. Citando a Sir William Osler (1849-1919): “a man is only as old as
old as his arteties” (un hombre es tan viejo como lo son sus arterias)'. A lo largo de los afios, este
aforismo ha sido respaldado por estudios que demuestran que el riesgo de sufrir enfermedades

cardiovasculares (ECV) incrementa a medida que envejecemos™.

El envejecimiento es un proceso multifactorial caracterizado por alteraciones de diversas vias
metabolicas, pérdida progresiva de integridad fisiologica y pérdida gradual de la homeostasis de los
tejidos. Este proceso incrementa la susceptibilidad a las patologias e incrementa la mortalidad en
consecuencia al provocar una disminucion en la funcionalidad de diversos tejidos y 6rganos*‘. A dia de
hoy el envejecimiento del sistema cardiovascular es a dia un fenémeno multifactorial de gran
complejidad que ain no ha sido comprendido en su totalidad™®, aunque es bien conocido que conlleva
cambios estructurales y funcionales como lo son la disfuncién endotelial y el remodelado vacular .
Asimismo, se ha demostrado que se trata de un proceso comin a todos los mamiferos,

independientemente de la presencia o ausencia de otros factores de riesgo cardiovascular’.

Es bien sabido que el envejecimiento cardiovascular es un fenémeno global de alta importancia
social, sanitaria y econémica. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), las ECV asociadas al
envejecimiento son las principal causa de muerte a nivel mundial. Segin un informe de la OMS, se
calcula que en 2012 murieron 17,5 millones de personas debido a ECV, una cifra que supone el 31% de
las muertes registradas en todo el mundo ese afio. De todas estas muertes por ECV, el 42% (7,4
millones) fueron debidas a cardiopatia coronaria, mientras que el 38% (6,7 millones) fueron causadas
por accidentes vasculares cerebrales. No solamente se trata de enfermedades responsable de la mayor
mortalidad total registrada, también tienen una elevada prevalencia, ya que a los 40 afios de edad, la

probabilidad de padecer una ECV cualquiera a lo largo de la vida es del 50%".

Estas cifras de por si evidencian la importancia del envejecimiento como factor de riesgo y de

las ECV, pero ademas suelen encontrarse asociadas con otros problemas de salud.

Entre los desérdenes mentales asociados al envejecimiento vascular encontramos la depresion

] p y
la ansiedad". La depresion se haya asociada a las ECV, de forma que padecetla incrementa la
posibilidad de sufrit ECV en un 50%"". Asimismo se sabe que el 29% de los pacientes de infarto

sufren depresion hasta 10 afios tras el evento cardiovascular'. La ansiedad incrementa en un 43% el
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tiesgo de padecer un infarto de miocardio agudo® y la ansiedad debida al infarto es, asimismo un dato

predictivo de posibles complicaciones cardiacas post-infarto'®.

D 318-925 D 926-1,148 |:| 1,149-1,294 D 1,295-1,449 - 1,450-1,802 . 1,803-2,098 . 2,099-2,624 . 2,625-3,203 - 3,204-5,271 . 5,272-10233

Fig. 1. Muertes por enfermedad cardiovascular por cada millén de personas en 2012 en todo el mundo. Fuente: OMS

Por otro lado, también existen evidencias que asocian el envejecimiento y la demencia. Se
considera demencia la pérdida de funcién cerebral y habilidad cognitiva, y tiene como consecuencia la
pérdida de la habilidad para llevar a cabo las funciones basicas para el dia a dia'". Entre los diferentes
tipos de demencia podemos citar el Alzheimer y la demencia vasculat, entre otras muchas'®. La reducion
del flujo de sangte en el cerebro debida al envejecimiento vascular empeora la homeostasis cerebral” y
estudios recientes demuestran que los pacientes con signos de demencia y con historial de ECV
muestran mas anormalidades cardiovasculares a nivel estructural y funcional que aquellos que no
presentan demencia®. También se ha demostrado que la demencia se haya asociada a diversas ECV
como la enfermedad coronaria, ya que existe una gran evidencia de que los pacientes que han padecido
enfermedad coronaria tienen més probabilidades de sufrir demencia® . Diversos estudios han sugerido

que las ECV alteran el flujo de sangre en los vasos més pequefios del cerebro*’

generando problemas
en la homeostasis cerebral y en la barrera hematoencefalica, lo que puede establecer las bases para

desarrollar demencia®.

Asimismo existen evidencias de asociacién entre las enfermedades renales y las ECV. La
enfermedad renal crénica (ERC), en concreto, se asocia a las ECV®. Los pacientes con ERC sometidos

a dialisis padecen una tasa de mortalidad por ECV del 40%” y ademis de factores de tiesgo

3.
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cardiovasculares tradicionales (hipertensién, diabetes...), se ha asociado el estrés oxidativo, la
inflamacion y el envejecimiento a la ERC*?. Diversos estudios han sugerido que las ECV y la ERC se
encuentran asociadas a través de la inflamacién, el estrés oxidativo, la fibrosis, la calcificacion de las
paredes arteriales y la disfuncién endotelial, todos ellos factores asociados al envejecimiento® . De
hecho el sistema renina-angiotensina (SRA), capaz de generar mdultiples cambios la vasculatura (entre
ellos afecta a la generacién de 6xido nitrico, estrés oxidativo e inflamacién) es una de las candidatas a
ser el nexo patofisiolégico entre las ECV y la ERC, y se ha visto que tratando a los pacientes con el

objetivo de regular esta via metabdlica les beneficia®*,
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Fig. 2. Muertes por enfermedad cardiovascular en Europa comparando hombres y mujeres (datos por cada 100 000 habitantes). Fuente: Eurostat.

Sin embargo, pese a todo lo que se ha descubierto ha existido la tendencia a generalizar en las
conclusiones a las que se han llegado, siempre suponiendo que lo que se ha descubierto que es valido
para los hombres, también lo es para las mujeres. Esto ha llevado a suponer que hombres y mujeres
envejecen de la misma forma y siguiendo la misma progresion a lo largo del tiempo, pero no ha sido
hasta hace poco tiempo que se ha empezado a plantear que esto no tiene porqué ser asi. Hoy en dia

podemos encontrar estudios, tanto pertenecientes a la investigacion basica como clinica, que

4
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demuestran que el envejecimiento cardiovascular se de da forma diferente en funcién del sexo™*.

Afortunadamente, con el creciente reconocimiento de la importancia de las diferencias asociadas al sexo
en ECV, el interés en investigar las ECV en mujeres ha crecido sustancialmente™*. Este interés ha
dando lugar a estudios cuyos resultados permiten afirmar que, si se excluyen los factores de riesgo
conocidos para el envejecimiento cardiovascular, los hombres tienen un patréon de envejecimiento
cardiovascular progresivo y mantenido, mientras que las mujeres presentan un punto muy claro que

establece un cambio en la velocidad de la progresion de este proceso: la menopausia™*.

Antes de llegar a la menopausia las mujeres son hemodinamicamente mas jovenes que los
hombres, pues se ha demostrado que la incidencia de ECV se da mas tarde en mujeres
premenopausicas que en hombres de la misma edad, con una diferencia de aproximadamente 10 afios
para la aparicion de ECV"#%%_ Este mismo patron se da en diferentes paises y etnias, y se reproduce
en modelos animales de laboratorio, sugiriendo la existencia de un factor fisiolégico comun ligado al
sexo y excluyendo que se trate de algun tipo de influencia ambiental, como pueden ser factores socio-

econdémicos.
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Fig. 3. Pirdmide demografica mundial de 1950, 2010 y proyecciones para 2050 y 2100. Fuente: The Economist.
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La poblaciéon mundial esta envejeciendo rapidamente y cabe esperar que haya cada vez mas
personas con riesgo de padecer ECV. Segun la OMS, entre los anos 2000 y 2050 la poblacién mayor de
60 anos se duplicara desde el 11% al 22% de la poblacion total, lo que en nimeros absolutos significa
pasar de 605 millones de personas mayores de 60 afios a 2000 millones. En el mismo periodo de tiempo
la cifra de octogenarios se incrementara 4 veces hasta alcanzar los 395 millones. Si a todo esto afadimos
que las mujeres viven un promedio de 6 a 8 afos mas que los hombres, queda patente la importancia de
estudiar el envejecimiento y el sexo como factores de riesgo cardiovascular y es imperativo averiguar

coémo y por qué existen diferencias asociadas al sexo.

2. Estructura de las arterias.

En esta tesis se van a describir las arterias de gran calibre y las de tamafio medio, pues son las
que revisten interés en el trabajo experimental realizado. Esto es asi porque las arterias de mayor
tamafo, que conducen y distribuyen la sangre desde el corazén al resto del cuerpo, son las que sufren
los cambios mas importantes durante el envejecimiento ya que deben atenuar los cambios de presion
debidos al ciclo cardiaco para asi mantener una presion estable en el resto del sistema circulatorio y

deben distribuir correctamente la sangre para una correcta irrigacion de los 6rganos.

Los cambios estructurales y funcionales en las arterias de mayor calibre se traducen en
problemas que afectan a la totalidad del sistema circulatorio y son de los primeros procesos
fisiopatoldgicos que suceden durante el envejecimiento™®. Hasta la fecha se ha descrito que existen
multitud de cambios durante el envejecimiento en las arterias de mayor tamafio, pero no es asi en el
caso de las arterias de resistencia ni los capilates arteriales®, en las que los cambios documentados no
son claros. Por estas razones hemos trabajado con arterias de gran calibre y por ello son las que se

tratardn en la presente tesis®.

2.1. Consideraciones generales:

Las arterias se encargan de distribuir la sangre oxigenada por todo el cuerpo (con la excepcion
de las arterias pulmonares) desde los ventriculos. Cada arteria esta compuesta de tres capas: intima,

media y adventicia. Dichas capas pueden variar en grosor y complejidad estructural entre arterias.
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2.1.1. Capa intima:

La capa intima estd compuesta por el endotelio, formado por una monocapa de células que
tapizan la luz de la arteria y cuya forma suele ser fusiforme en sentido paralelo al flujo sanguineo.
Asimismo, la capa intima consta de la limina basal o capa subendotelial, formada por tejido
fibroconectivo y elastico laxo. Esta capa puede llegar a ser muy compleja y presentar diferentes
variaciones en las arterias mas pequefias, los capilares arteriales. En estos capilares puede ser una capa
continua (p.ej., si se encuentra en musculo), sinusoidal (p.¢j., en el higado) o fenestrados (p.ej., en el
pancreas) dependiendo de su funcion. Esta clasificacion puede llegar a ser mucho mas compleja si
tenemos en cuenta las particularidades de cada tipo de capa intima debida a su funcién y debido a en
que 6rgano se encuentra, pero en la presente tesis se van a tratar las arterias de mayor calibre y por ello

no se profundizarda mas en este aspecto.

2.1.2. Capa media:

La capa media se separa de la capa intima y de la capa adventicia por dos laminas elasticas, la
lamina elastica interna y la lamina elastica externa, respectivamente. Esta capa esta formada por células
musculares lisas y tejido conectivo extracelular o matriz extracelular producida principalmente por estas
mismas células. Dicha matriz extracelular estd compuesta en su mayor parte por colageno y por varias
laminas de elastina (de menor calibre que la lamina elastica interna y la externa) que se van alternando

con multiples capas de células musculares lisas concéntricas en las arterias de mayor calibre.

2.1.3. Capa adventicia:

ILa capa adventicia esta formada principalmente por colageno y fibroblastos que se
entremezclan con el tejido conectivo que da soporte a la arteria. También pueden haber presentes
estructuras como pequeflos vasos o fibras nerviosas, y diversos tipos celulares como macréfagos, o

linfocitos en esta capa.
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2.2. Tipos de arterias:

Las arterias se pueden dividir en cuatro grupos: las grandes arterias de tipo elastico, las arterias

medianas de tipo muscular, las pequenas arteriolas de resistencia y los capilares arteriales.

Las arterias elasticas salen del corazon e incluyen la aorta y las principales ramas que se derivan
de ella, como la arteria braquioencefalica, la carétida comun, las iliacas comunes y la subclavia.
Asimismo, la arteria pulmonar también es de este tipo. Estas arterias tienen la funcién de conducir la
sangre desde el corazon a las arterias musculares para la distribucion de la sangre oxigenada (excepto en
el caso de la arteria pulmonar), por ello las arterias elasticas reciben grandes cantidades de sangre del
corazon, que las somete a diferentes presiones debido a la contraccién y relajaciéon de dicho 6rgano
durante el ciclo cardiaco. Las arterias elasticas tienen la funcién de ayudar a mantener una presion
sanguinea estable y continua en el arbol arterial, mitigando los efectos de los latidos del corazén en los
cambios de presion sanguinea en las arterias musculares, arteriolas y capilares arteriales. Para cumplir su
funcién, las arterias elasticas suelen tener un gran calibre (mas de 1 cm de didametro en humanos) y una

pared arterial fina en relacién a su diametro.

2.3. Estructura de las arterias eldsticas:

En la descripcion de las arterias elasticas se tomara como modelo la aorta, por ser la mas

representativa y la que mas concierne a la presente tesis.

2.3.1. Capa intima de las arterias elasticas:

La capa intima suele tener un grosor de alrededor de 100 pm en humanos, y esta formada por
una monocapa continua y bien cohesionada de células endoteliales fusiformes orientadas para oponer la
menor resistencia posible al flujo sanguineo. La lamina basal sobre la que se asientan las células
endoteliales estd compuesta de colageno, fibras elasticas, algunos fibroblastos dispersos y unas pocas
células musculares lisas orientadas longitudinalmente y macréfagos en la parte mas interna de esta capa.
Los macréfagos se encargan de la fagocitosis, la limpieza y la acumulacion de lipidos en esta capa. Esta

capa se ve profundamente alterada bajo condiciones patolédgicas.
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2.3.2. Capa media de las arterias elasticas:

La capa media de las arterias elasticas tiene alrededor de 500 pum en humanos y esta formada
por capas concéntricas de células musculares lisas alternadas con liminas formadas por elastina. El
namero y grosor de estas capas concéntricas varia con la edad. Cada una de estas capas concéntricas
mide aproximadamente 15 um en humanos y tienen la funcién de transmitir la tension y resistir la
separacion. Esta capa carece de fibroblastos en condiciones normales, pues la células musculares lisas
sintetizan todos los componentes de la matrix extracelular. Si comparamos las arterias elasticas con las
musculares, para una misma area las elasticas tienen menos cantidad de células musculares lisas. En
humanos, la aorta tiene un peso seco de un 20% de células musculares lisas y un 60% de colageno y
fibras elasticas, con mas fibras elastica en la regién toracica de la aorta y mas colageno en la region

abdominal.

Arteria
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Fig. 4. Estructura de las arterias elsticas. Se muestra una seccién de corte transversal. Fuente: Anatomy and
Physiology textbook, Rice University.
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2.3.3. Capa adventicia de las arterias elasticas:

La capa adventicia es relativamente fina y su funcidén principal es contribuir a mantener la
correcta forma de la arteria, ayudando a que no se dilate en exceso. Asimismo puede contener los vasa
vasorum, pequefios vasos que ayudan a mantener irrigadas las capas mas exteriores de los grandes vasos
y también pueden presentar pequefios vasos linfaticos. A través de esta capa también se pueden
encontrar fibras nerviosas, fibroblastos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos Ty B, mastocitos,

cosinofilos y neutréfilos dependiendo del estado fisiopatoldgico de la arteria.

El tipo celular que encontramos mas comunmente en esta capa es el fibroblasto. Los
fibroblastos de la adventicia son capaces de reaccionar a multiples estimulos, participando en el

remodelado vascular, la respuesta inflamatoria y el crecimiento celular.

2.4. Estructura de las arterias musculares:

Las arterias musculares también son llamadas de distribucion, de acuerdo con su funcién mas
importante. Son arterias musculares la mayor parte de las arterias visibles a simple vista (excluyendo las
mencionadas previamente como elasticas). Estas arterias son capaces de llevar a cabo una contraccién
activa con el objetivo de controlar el flujo sanguineo hacia 6rganos concretos. Su didmetro varia desde
aproximadamente 1 cm hasta 0,05 cm y tienen paredes relativamente gruesas comparandolas con su
diametro. Proximalmente se unen a las arterias elasticas, mientras que distalmente se contindan en

arteriolas.

2.4.1. Capa intima de las arterias musculares:

ILa capa intima de las arterias musculares se asemeja a la descrita para las arterias elasticas. Esta
formada por una monocapa de células endoteliales fusiformes paralelas al flujo de sangre. En los vasos
mas pequefos la lamina basal del endotelio se une intimamente a la lamina elastica interna que delimita
la capa intima, pero los vasos de gran tamafio pueden presentar una pequefia capa subendotelial

consistente en fibras elaticas, colageno y fibroblastos ocasionalmente.

El algunas de las mayores arterias musculares, como es el caso de las coronarias, esplénica y
renal, pueden haber unas pocas células musculares lisas dispuestas longitudinalmente. Algunas arterias

musculares, como la uterina, presentan una capa intima desproporcionadamente gruesa.

~10 -
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Un aspecto caracteristico de las arterias musculares es una prominente lamina elastica interna,
que separa la intima de la media. Dicha lamina es gruesa, esta formada por fibras de elastina entretejidas

y en preparaciones histologicas suele mostrar un aspecto ondulado.

Arteria
muscular ~ }-AovenTicia

“—iNTIMA

Fig. 5. Estructura de las arterias musculares. Se muestra una seccién de corte transversal. Fuente: Anatomy and
Physiology textbook, Rice University.

2.4.2. Capa media de las arterias musculares:

La capa media esta formada principalmente por células musculares lisas en capas concéntricas
alternadas con liminas eldsticas también concéntricas. En humanos, las arterias musculares mas
pequenas constan de 3 a 4 capas de células musculares lisas, mientras aquellas que son mas gruesas

pueden llegar a tener mas de 40 de estas capas.

En la matriz extracelular pueden haber presentes gran cantidad de proteoglicanos. Dado su
diametro, las arterias intracraneales presentan una capa media relativamente fina. Las ramas de las
arterias pulmonares también tienen una capa media mas fina de lo normal. Por otro lado, las arterias
sometidas a flexiones repetidas, como la umbilical y axilar entre otras, existe una capa en la zona interna
de la media constituida por células musculares lisas dispuestas longitudinalmente en lugar de

concéntricamente.

Comparado con las arterias elasticas, las musculares tienen una capa media en que predominan

las células musculares sobre las fibras elasticas, aunque siguen estando presentes. Las laminas elasticas

-11 -
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suelen ser mas distinguibles en algunas de las mayores arterias musculares y van perdiendo
protagonismo a medida que disminuye el diametro de las arterias. La capa elasticas externa separa la

media de la adventicia.

2.4.3. Capa adventicia de las arterias musculares:

LLa capa adventicia en las arterias musculares suele ser casi tan gruesa como la capa media. Esta
constituida en su mayor parte por fibras longitudinales y circulares de fibras elasticas y colageno.
Ocasionalmente, en arteria coronaria y arteria esplénica, puede haber algunas células musculares lisas en

esta capa. También pueden haber presentes fibras nerviosas.

La adventicia de estas arterias se mezcla con los tejidos de soporte adyacentes al vaso y a
menudo es dificil diferenciar el limite de cada uno. Aunque los vasa vasorum no son tan evidentes en
las arterias musculares como en las elasticas, también cumplen aqui un papel importante proveyendo de

nutrientes las capas mas externas.

3. Cambios estructurales en las arterias durante el envejecimiento.

La pared vascular, tanto de arterias elasticas como musculares, es un tejido dinamico que cambia
con el tiempo dependiendo de las condiciones fisiopatologicas®™. Las células endoteliales se renuevan

lentamente, mientras que las células musculares lisas suelen hacerlo con mas rapidez.

Se han observado muchas alteraciones en arterias causadas por el envejecimiento, como la
proliferaciéon de la intima. La proporcion entre la capa intima y la media de la arteria carétida se
incrementa de 2 a 3 veces entre los 20 y los 90 afios de edad™', y la circumferencia de la aorta

incrementa gradualmente con la edad™.

El envejecimiento altera de forma dramatica el volumen y el contenido en la capa intima de

ratas, primates y humanos™%

. Células musculares lisas y colagenos de tipo I y de tipo III se
incrementan de forma muy marcada en la capa intima engrosada por la edad en ratas™y los primates de
unos 20 afnos de edad también presentan una capa intima en la que, bajo el endotelio, hay presente una

gruesa capa de células musculares lisas®"".

-12 -
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Fig. 6. Esquema de un corte transversal de una arteria joven y sana. Fuente: Van Varik 2012
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Fig. 7. Esquema de un corte transversal de una arteria envejecida. Fuente: Van Varik 2012

Estos cambios van acompafiados de un incremento en la rigidez de la pared vascular®®, que se

debe sobretodo a la acumulacién de colageno y a la degeneracion del material elastico de la pared
arterial, es decir, del deterioro de la fibras de elastina®“. También otros factores contribuyen a esto,

como la glicosilacion de proteinas de la pared vascular y a la deposicion de calcio®

“13 -
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Juntamente con esto se observa un fenotipo proinflamatorio o inflamacién latente en la pared

de los vasos que acompafia al envejecimiento en mamiferos®, y se sabe que este hecho agrava la
. ., . ., , . . 69-71

situacion, ya la inflamacién crénica puede empeorar el proceso normal de envejecimiento™ . La

inflamacién puede ser el resultado de multiples causas, como dafos en el tejido de la pared vascular, un

sistema inmunitario envejecido que no siempre puede mantener limpio el organismo de patdgenos y

células disfuncionales, la propension de las células senescentes y disfuncionales de segregar citoquinas

proinflamatorias y problemas debidos a una autofagia deficiente, entre otros®.

Estas alteraciones tienen como resultado la activacién de rutas metabdlicas proinflamatorias y,

%72 Ta inflamacién también se ha visto

por tanto, la produccién de citoquinas proinflamatorias
vinculada a patologias que habitualmente se dan con la vejez, como son la obesidad y la diabetes de tipo
27 |y tiene un papel importante en la aterosclerosis’. De hecho, se observa aterosclerosis en grado

avanzado en autopsias de pacientes de avanzada edad, comparado con pacientes j6venes™.

4. Cambios fisiolégicos en la pared vascular durante el envejecimiento:

El endotelio mantiene el tono vascular bajo condiciones normales de homeostasis, sin embargo
los factores de riesgo cardiovascular van asociados a un endotelio disfuncional™”". Cuando el endotelio
se vuelve disfuncional la pared arterial padece un estado crénico de inflamacién acompafiado de una
pérdida de factores antitrombéticos y produce menos cantidad de NO. Por otro lado se incrementan
los factores protrombéticos y vasoconstrictores, y la arteria se vuelve anormalmente vasoreactiva

incrementando el riesgo de problemas vasculares’®.

El endotelio se vuelve disfuncional al envejecer, cuando en la pared de las arterias las rutas
metabolicas y la comunicacion entre endotelio y musculatura lisa se alteran™. El envejecimiento va
acompafiado por un desequilibrio entre las sefiales de vasodilatacion y la vasoconstriccion generadas
por el endotelio. Este desequilibrio se caracteriza por una disminucién del NO, asi como por un
incremento de los productos de las ciclooxigenasas (COX)* ™. Este hecho tiene otros efectos, como el

incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS)*.

Se ha descubierto que la disfuncién endotelial que acompana al envejecimiento se asocia a

enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis o la enfermedad coronaria®, pero también se da

185 86

junto a otras patologias como la disfuncién eréctil®, la disfuncién renal® el Alzheimer®, 1a alteracién de
g b 5 b

los ritmos circadianos®’, la osteoporosis™y rentinopatias™.
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4.1. Oxido nitrico:

El NO generado se produce mediante la actividad de la NO sintasa (NOS) y este proceso

requiere el paso de L-arginina a L-citrulina por accién de la eNOS™.

Célula endotelial

eNOS

L_arginina (o]

Célula muscular

NO

Fig. 8. Esquema simplificado del efecto del NO sobre las células musculares lisas. EI NO que se forma en el
endotelio difunde hacia las células musculares, donde promueve la formacién de GMPc, el cual limita la
biodisponibilidad de Calcio promoviendo la relajacién muscular. Fuente: Fortier 2014.

La producciéon de NO por la NOS ocurre en una amplia variedad de tipos celulares que
incluyen células epiteliales, nerviosas, endoteliales e inflamatorias. Existen tres formas de NOS, siendo
dos de ellas constitutivamente activas y dependientes del calcio - la endotelial (eNOS o NOS3) y la
neuronal (nNOS o NOSI) - y una inducible iNOS o NOS2) en condiciones patolégicas que es calcio
independiente. En las neuronas, el NO producido por la nNOS puede funcionar como
neurotransmisor, atravesando facilmente las membranas celulares por su caracter lipéfilo. Los

macroéfagos sintetizan NO apartir de la iNOS para ayudar en la digestion de los microorganismos que
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han sido fagocitados. Cuando el NO es producido en las células endoteliales de los vasos sanguineos

via eNOS, funciona como regulador paracrino del tono y remodelado vascular
El propio flujo sanguineo y su efecto sobre en endotelio producen la activaciéon de la enzima

eNOS, adaptando el diametro de la arteria al flujo de sangre. Ademas de esto, la eNOS se puede activar

>
por moléculas sefalizadoras como bradiquinina, adenosina, factor de crecimiento endotelial o

serotonina®,
NO Calcio explulsado
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Fig. 9. Esquema simplificado del efecto del NO en la relajacion de las células musculares lisas. EI NO limita la
biodisponibilidad de calcio para evitar la contraccién y promover la relajacion Fuente: Webb 2003

El NO es un gas con una vida muy breve que difunde hacia las células musculares lisas

El mecanismo de accidon del

activando en ellas la enzima guanilato ciclasa, que produce guanosin monofosfato cicilico (GMPc) el

cual hace que la arteria se dilate actuando sobre la musculatura lisa

cGMP soluble pasa por activar la proteina quinasa G, que fosforila una serie de proteinas que regulan la

concentracion de calcio y la sensibilidad de la célula al calcio. De esta manera, el NO puede disminuir la

biodisponibilidad de calcio en las células del musculo liso, y disminuir su acciéon sobre los mecanismos

de contraccién. Asimismo, el NO puede inducir hiperpolarizaciéon de la célula muscular mediante la

apertura de canales de potasio, que también relaja la musculartura lisa
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El NO también actia en otros aspectos de la fisiologia de la pared vascular, inhibiendo la
inflamacioén, la proliferacién celular y la trombosis. Estas funciones vienen dadas en parte por la
s-nitrosilacién (un proceso por que cual se convierten tioles, entre ellos residuos de cisteina de las
proteinas, en s-nitrosotioles) en un amplio rango de proteinas, lo que reduce su actividad bioldgica®™.
Algunas de las dianas moleculares de la s-nitrosilacién son el factor de transcripciéon NF-KB y proteinas
implicadas en el progreso del ciclo celular”. Ademis el NO es capaz de limitar la actividad de la

fosforilacién oxidativa en la mitrocondria®.

Uno de los mecanismos por los que se cree que se reduce la produccion de NO durante el
envejecimiento es la disminucién de L-arginina en las células endoteliales, el substrato de la eNOS. Se
ha visto que se incrementa la actividad de la arginasa, una enzima que degrada la L-arginina, y se ha

probado esta hipotesis mediante la inhibicion de la arginasa, tras lo cual se mejora la vasodilatacion por

NO()7’98.

También se ha descrito que algunos cofactores de eNOS pueden ser importantes en el cambio
de su funcién fisiolégica habitual. La tetrahidrobiopterina (BH,) es un cofactor necesario para la
producciéon de NO por parte de eNOS y se ha descrito que la disminuciéon de BH, produce el
desacoplamiento de eNOS”. Si no hay suficiente BH, para que eNOS lleve a cabo la produccion de
NO, la cantidad de éste se ve reducida y se generan ROS'". Diversos estudios clinicos han demostrado
que los pacientes con riesgos caradiovasculares (fumar, diabetes, edad avanzada..) y patologias
cardiovasculares (enfermedad coronaria, aterosclerosis...) mejoran su funciéon endotelial si cuentan con

unos niveles 6ptimos de BH, '™,

Estos cambios en la maquinaria de la eNOS llevan a la célula endotelial a sufrir una inhibicién

de la eNOS o a su desacoplamiento''"*

. El desacoplamiento de la eNOS supone un problema
fisiopatologico, pues la eNOS desacoplada es aquella que es incapaz de catalizar la reacciéon de L-
arginina a NO de forma 6ptima y en cambio acepta mas electrones de los que seria habitual de la
NADPH y se los transfiere a otro substrato, el oxigeno, para asi generar O, . Este incremento de las
especies reactivas de oxigeno (que se trataran a continuacion), no hace sino empeorar la situacion, pues
el NO restante reacciona rapidamente con el O, siendo causa de la disminucién de la vasorelajacion
por la disminucion de NO'"*'%, Ta generacion del radical libre peroxinitrito (ONOO"), por la reaccion
de Oy y NO, genera una retroalimentacion positiva con todos estos procesos, generando ain mas estrés
oxidativo y desacoplando mas unidades de eNOS'”.

Diversos estudios han hallado incrementado el nivel de peroxinitrito con la edad'"'"?. Se ha

113

descrito este incremento a nivel tisular en aorta'” y a nivel citosélico en proteinas mitocondriales,

especialmente de la cadena de electrones'*.
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Un incremento de 10 veces de NO y de O, se traduce en un incremento de la formacion de
peroxinitrito en 100 veces y bajo condiciones proinflamatorias la producciéon de ambos puede ser ain

mayor, lo cual empeora estas cifras'"”.

Hay que tener en cuenta también que tanto el NO como el O, son altamente reactivos y de
vida corta y por tanto no pueden llegar muy lejos de su punto de origen. El peroxinitrito, por otro lado,
puede moverse entre células por canales de aniones''®'". Asi pues, el peroxinitrito es capaz de moverse

mis que las moléculas que lo originan''*'*

ya que su vida media es de unos 10 a 20 milisegundos,
suficiente para atravesar la membrana celular difundiendo en distancias de hasta dos células de la pared

vascular!!’.

El peroxinitrito actia mediante dos mecanismos diferentes. La primera se da mediante
modificaciones directas de oxidacién por parte del peroxinitrito o de su forma protonada, el acido
peroxinitroso (ONOOH)™. Ta reactividad del peroxinitrito es selectiva, reaccionando con partes de

proteinas concretas como tioles, residuos que contienen hierro o azufre o dedos de zinc'’

. El segundo
mecanismo se da mediante la descomposicién del peroxinitrito en los radicales libres didxido de
nitrogeno (NO,) e hidroxilo (OH)""'* pero ademis el peroxinitrito reacciona muy rapidamente con el
CO, formando nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO"), un radical muy inestable que se descompone
rapidamente en un radical de carbonato (CO) y diéxido de nitrégeno. El CO7; es altamente reactivo y

lleva a cabo reacciones de oxidacién citotéxicas!' 121126,

OONO™

Fig. 10. Formacién de peroxinitrito causada por la interaccién de la eNOS y la NADPH oxidasa. EI NO producido por la
eNOS reacciona con el anién superéxido producido por la NADPHox generando peroxinitrito. Fuente: Dusting 2005
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4.2. Especies reactivas de oxigeno:

El proceso de respiracion aerdbica y la actividad de enzimas involucradas en el metabolismo
celular producen la energfa necesaria para que funcionen las células, pero durante estos procesos, se
generan especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS son moléculas altamente reactivas quimicamente

derivadas de la fusiéon de oxigeno con electrones oriundos de las reacciones enzimaticas.

La teoria formulada por Denham Harman sostiene que las ROS contribuyen al envejecimiento
ya que son radicales libres con una gran capacidad de reacciéon con moléculas de su entorno,
provocando su alteracion'?’. Segin esta teoria las ROS son capaces de dafiar diversos mecanismos de la
maquinaria celular, en concreto las mitocondrias. Esto a su vez causa que las mitocondrias lleven a cabo
una fosforilacién oxidativa ineficiente, produciendo aun mas ROS y dafiando mas la maquinaria celular

que asi a su vez produce mas ROS™,

El incremento de estrés oxidativo, independiente de su fuente de generacién, tiene como
consecuencia diversos efectos tanto fisiologicos como patolégicos. A nivel fisiologico, la sefalizacion
redox y la generacion controlada de ROS es necesaria para numerosos procesos celulares, incluyendo la
diferenciacion celular adecuada, la regeneracion de los tejidos y la respuesta inflamatoria'®. Por otro
lado, un desequilibrio entre la produccion y metabolizacién de ROS,; puede activar un gran nimero de
vias de sefializaciéon a través de la rapida interacciéon de estos radicales altamente reactivos con
moléculas de sefializacion celular. A continuacion se enumeran brevemente algunos de los cambios mas

importantes y por los cuales el incremento de estrés oxidativo regula la funcién vascular.

La fosfolipasa A-1 es activada por productos oxidados (H,O,, LDL oxidado, etc.) en células
endoteliales y en células musculares lisas de la vasculatura. Esta fosfolipasa regula genes
proinflamatorios vasculares (MCP-1, ICAM-1)"", y participa en la expresion del gen ET-1, un

vasoconstrictor inducido por angiontensina II (sobre la que se tratara mas adelante).

El receptor activador de la proliferacion del peroxisoma (PPAR), es un factor de transcripcion
implicado en homeostasis energética e inflamacion'>. Hay evidencia experimental de que PPARE,
una de las isoformas de PPAR, actia como ligando de productos derivados de procesos oxidativos e
inflmatorios como lipidos oxidados o la prostaglandina 15-dPGJ2, y actia como factor de transcripcion
en respuesta al estrés oxidativo'™.

El factor de transcripcion NF-KJ se activa en respuesta al estrés oxidativo y tiene un papel

1135

proinflamatorio y productor de estrés oxidativo en la disfunciéon endotelial ™. En células musculares,

NF-KB forma parte de los factores de transcripcion que regulan la proliferacion'. En enfermedades

~19 -



INTRODUCCION

asociadas con la inflamacién cronica, como artritis, asma o aterosclerosis, hay un aumento crénico del
estrés oxidativo y activacion del NF-KB'".

Entre las ROS mas importantes para el sistema cardiovascular se destacan el anién superdxido
(Oy), el peréxido de hidrogeno (H.O,), el peroxinitrito (ONOO") o el radical hidroxilo (OH’), entre
otros". Se han descrito diversas fuentes que generan ROS en la pared vascular, incluyendo la
mitocondria, la nicotinamida adenin-dinucleétido (fosfato) reducido oxidasa (NAD(P)Hox) y las

ciclooxigenasas (COX).

4.2.1. Mitocondria:

A causa de la respiraciéon en la mitocondria se generan gran cantidad de ROS. Durante el
proceso de la respiracién mitocondrial, hay una reducciéon del oxigeno molecular a agua. En este
proceso, los electrones son cedidos por NADH al complejo I (NADH deshidrogenasa) y por succinato
al complejo II (succinato deshidrogenasa). La coenzima Q10, un transportador de electrones
liposoluble, incorpora los electrones de ambos complejos, reduciéndose a ubisemiquinona y ubiquinol,
para poder transportar estos electrones al complejo III (citocromo C reductasa), que los transmite a dos
moléculas de citocromo C, un transportador de electrones hidrosoluble del espacio intermembrana de
la mitocondria. El citocromo C lleva estos electrones al complejo IV (citocromo C oxidasa), y los
transfiere al oxigeno, produciendo moléculas de agua. Todo este proceso se lleva acabo para alimentar
las bombas de protones y generar un gradiente que puede aprovechar la ATP sintasasa para formar
ATP, pero no siempre es un proceso perfecto y puede producir radicales libres como el anién
superoxido.

El paso entre el complejo 111 y la coenzima Q10 es uno de los puntos de generacién de anién

superdxido58, asi como el complejo 1, al ceder directamente electrones al oxigeno molecular' ',

Se ha visto que del total de oxigeno consumido por la mitocondria, del 2 al 4% se convierte en
anién superoxido, aunque se puede incrementar de forma notable en situaciones fisiolégicamente

anormales, o en el caso del envejecimiento y algunas patologfas.

4.2.2. NAD(P)Hox:

142

La NAD(P)Hox es la principal fuente enzimatica de anién superdxido (O;) vascular®. Esta

enzima cataliza la reaccién de oxidacién de nicotinamida adenin-dinucleétido reducido (NADH) y
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nicotinamida adenin-dinucleétido fosfato reducido (NAPDH) utilizando oxigeno molecular vy
produciendo H,O, y O,. La NAD(P)Hox se ha descrito como un complejo enzimatico compuesto por
multiples subunidades, siendo dos subunidades polipeptidicas que abarcan la membrana —la p22phox y
la gp91phox (o sus homodlogos Nox), y al menos tres subunidades citosélicas p47phox, p67phox, y la
pequena proteina G Rac2 (o Racl). Aunque para la activacion de la NAD(P)Hox se necesita la
asociacion de los componentes citosélicos con los componentes asociados a la membrana, las Nox son,
en general, las subunidades funcionales de esta enzima y son variables dependiendo del tejido donde se
expresan'®. Los niveles de Nox1 son bajos en las células vasculares, pero se pueden ver aumentados a
causa de estimulos por parte de agonistas, como factores de crecimiento derivado de plaquetas o la
Ang-II. I.a Nox2 se expresa en el endotelio, células de la capa adventicias de la vasculatura y células
musculares lisas'*. La Nox3 parece no tener una funcién conocida en la vasculatura, ya que se ha
encontrado de forma predominante en el oido interno relacionada con estructuras de equilibrio y

percepcién de la gravedad. La Nox4 se expresa de forma constitutiva en células endoteliales y células

musculares lisas!*.

H* + NADP*

NADPH

Fig. 11. Estructura de la NADPH oxidasa. Fuente: Gardiner 2013.

Aunque alguna de las Nox se encuentran de forma constitutiva en la pared del vaso — como la
Nox2 y la Nox4 — estas subunidades pueden ser reguladas por multiples factores fisiopatolégicos, como
cambios en la tensiéon o flujo sanguineo, y por otras vias metabdlicas, como la antes mencionada de la

145

Ang-1I, que es capaz de aumentar la actividad de estas enzimas, asi como su expresiéon'®. Asimismo,
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elementos derivados de la producciéon de ROS, como H,O, y perdxidos lipidicos pueden generar una

retoralimentacion positiva en la activacion de la NAD(P)Hox en la pated vascular'*.

4.2.3. Ciclooxigenasas:

Las prostaglandina-endoperdxido sintetasa (PGHS), o cliclooxigenasas son enzimas

responsables de la formacién de tromboxano (TXA2) y prostaglandinas como la prostaciclina (PGI2).

En la pared vascular hay dos isoformas de COX que estan {intimamente ligadas a la regulacion
vascular. La COX-1 (o PGHI1S) es considerada constitutiva y desempefia un papel importante en la
sintesis de los prostanoides para propositos fisiologicos. Esta enzima regula funciones como la
proteccion gastrointestinal, la homeostasis vascular, la hemodinamica renal y la funcién plaquetaria. En
la célula, generalmente la COX-1 se encuentra en el citoplasma o cerca del reticulo endoplasmico. Su
estructura presenta dos dominios, el que se une a la membrana esta constituido por cuatro hélices que
forman un canal que permite la entrada del acido araquidénico de la membrana al sitio de activacion
enzimatica. En esta region hay dos lugares activos, uno que cataliza la ciclooxigenacién y otro la
peroxidacion'"*,

Por otro lado, la COX-2 (o PGH2S) se trata de una forma inducible de COX en resupuesta a

algunos estimulos como citoquinas proinflamatorias'**

. La COX-2 regula la produccion de prostanoides

que participan en la inflamacién y en otros procesos no inflamatorios, tanto fisiolégicos como

atologicos'* %, En la célula, la COX-2 se encuentra fundamentalmente en la regién perinuclear v en la
g > g y

membrana nuclear'*,

Los prostanoides producidos por las COX ejercen diversas funciones fisiopatolégicas y son
importantes reguladores de la homeostasia vascular. E1 TXA2 participa en los procesos de coagulacion
y agregacion plaquetaria, pero también es un potente vasoconstrictor. La PGI2, en cambio, tienen
actividad antiagregante en plaquetas y actian como vasodilatador. En términos generales, las
prostaglandinas actdan sobre la resistencia vascular cortical renal, contribuyendo a regular la presion

sanguinea, pero hay diversos tipos de prostaglandina con diferentes funciones por todo el cuerpo **"";
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Prostaglandina Receptor Funcién
PGI, 1P, Vasodilatacion e inhibicidén de la
funcién plaquetaria
PGE, EP,; Broncoconstriccion y
contraccion del musculo liso
intestinal
EP, Broncodilatacién, vasodilatacion
y relajamiento del mdusculo liso
intestinal
EP; Disminuye la secreciéon acida en

el estdbmago, incrementa la
mucosa estomacal, incrementa la
contraccién del musculo liso en
el estobmago

PGF,, FP Broncoconstriccion

Tabla 1. Prostaglandinas y sus receptores. Se enumeran algunas de sus principales funciones. Elaboracién propia.

La via de las COX puede verse afectada por otras vias, por ejemplo se ha sugerido que el NO
inhibe la actividad de COX'**. Se ha documentado en algunas patologias como la glomuroneftitis, que la
produccion de NO limita los niveles de COX-2". En otros estudios se ha desctito un efecto dual o
bifasico, como en el caso de las células mesangiales que forman parte del glomérulo renal, el NO
incrementa la expresion de COX-2 en células mesangiales en tiempos cortos (hasta 8 horas para el
ARN mensajero y hasta 24 horas para la proteina), pero mas tarde actiia como inhibidor de COX-2"*.
Por otro lado la via de la Ang-II, que se tratara a continuacion, también puede actuar como mediador

proinflamatortio incrementando la expresion de COX2".

4.3. Angiotensina II:

El principal elemento del SRA, la angiotensina II (Ang-1I), se produce como substrato del
angiotensinogeno gracias a cortes precisos en su secuencia mediante la acciéon de la renina y la enzima
convertidora de angiotensina (ECA). El angiotensindégeno es una o-2-globulina constitutivamente
producido y liberado en la circulacién sanguinea principalmente por el higado. Es un miembro de la
familia de las serpinas, aunque no es conocido por inhibir otras enzimas, a diferencia de la mayoria de
las serpinas. Los niveles de angiotensinégeno plasmatico se incrementan por corticosteroides,
estrogeno, hormona tiroidea, y niveles de Ang-II plasmaticos. El angiotensinbgeno es también

conocido como sustrato de la renina'>*'’,
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La renina rompe el enlace peptidico entre los residuos leucina y valina del angiotensindgeno,
creando un péptido de diez aminodcidos, la Angiotensina I (Ang-1). La renina se produce en los rifiones
en respuesta a la actividad simpatica renal, disminucién de la presion arterial intrarenal en las células
yuxtaglomerulares, o disminuciéon de suministro de iones de sodio y cloro a la macula densa. St menos
sodio es detectado por la macula densa, se incrementa la liberacién de renina por las células
yuxtaglomerulares. La Ang-I aparenta no tener actividad biologica y existe unicamente como un

1156—158

precursor de la Ang-1

La Ang-I se convierte en Ang-1I a través de la eliminacién de dos residuos C-terminales por la
ECA, expresada principalmente dentro del pulmoén, pero también presente en las células endoteliales y
las células epiteliales de rifion. La ECA tiene una alta densidad en el pulmoén, pero la activacion en este
organo no promueve la vasoconstriccion, y la Ang-1I esta por debajo de los niveles fisiologicos de
accion™ ¥, La Ang-II se degradada a la angiotensina III (Ang-III) por angiotensinasas localizadas en
los glébulos rojos de la sangre y los lechos vasculares de la mayoria de los tejidos. Tiene una vida media
en circulacion de unos 30 segundos, mientras que en el tejido puede ser de hasta 15-30 minutos ™. La

Ang-II actia como una hormona endocrina, autocrina y paracrina.

La Ang-II aumenta el tono e induce la remodelacién de la pared vascular mediante la
estimulacion de sus receptores en las células de la musculatura lisa vascular, que a su vez activa una
mirfada de vias de sefializacién que conduce a un aumento en los niveles de calcio intracelular y
cambios en el metabolismo celular, finalmente causando la vasoconstricciéon y aumento de la
proliferacion de la capa muscular lisa. Debemos afadir a esto que otros componentes de la via de la
angiotensina, como la ECA actuan degradando moléculas vasodilatadoras como la bradiquinina a

fragmentos inactivos'”

. Ademas de los efectos hemodinamicos mencionados, la Ang-II promueve la
inflamacion y la actividad proﬁbrética“’o. Por otro lado la Ang-1IT actda en el intercambiador Na/H en
los tabulos proximales del riién para estimular la reabsorcién de ion sodio y la excreciéon de

hidrégenion que esta acoplado a la reabsorcion de bicarbonato. Esto da como resultado un aumento

del volumen sanguineo, presion y pH'®.

A nivel celular, la respuesta a Ang-1I se da gracias a la expresién de dos receptores con siete
dominios transmembrana asociados a proteina G, conocidos como receptor de Ang-II de tipo 1

(AT1R) y de tipo 2 (AT2R)™!,

El ATIR se encuentra presente en rifiones, sistema nervioso central y periférico, sistema
cardiovascular, adipocitos, pulmones y ovarios, y actia acoplado a proteina Gq via fosfolipasa C. La
activacion de fosfolipasa C conlleva que ésta hidrolice al fosfatidil inositol difosfato (PIP,) en el interior

de la membrana celular, asi se liberan dos segundos mensajeros, el inositol trifosfato (IPs) y el
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diacilglicerol (DAG). Mientras el IP; estimula el aumento de calcio intracelular por entrada desde el
exterior mediante canales y por liberacién desde el reticulo sarcoplasmatico, el DAG activa las quinasas
para que estas a su vez fosforilen a las proteinas contractiles de las células. L.a consecuencia final del
incremento de Ang-II y su accién sobre el AT1R es un aumento intracelular de la concentracion de
calcio y una mayor contractilidad de las fibras citoesqueléticas. A nivel cardiovascular, la mayor
activacion del AT1R aumenta la contractilidad y la frecuencia cardiaca y aumenta el tono vascular'®.
Ang-II estimula el crecimiento celular a través de AT1R mediante la fosforilacion de tirosin quinasas,
MAP quinasas, la movilizaciéon de calcio intracelular y la produccion de ROS™. Entre las quinasas que
fosforila se encuentran algunas proproliferativas como c-Stc, JAK y PI3K'>'. En concreto c-Stc estd
implicado en el incremento de la contractilidad, el tono vascular y la migracién en células musculares

164,165

lisas de la vasculatura y activa diversas dianas moleculares de importancia como MAP quinasas,

PI3K o NAD(P)Hox que por su parte actian promoviendo la supervivencia, el metabolismo

energético, la reorganizacion del citoesqueleto y previniendo la aopotosis'*'®.

Por otra parte, el receptor AT2R se encuentra presente en la médula adrenal, ttero, ovario,
endotelio vascular y diversas areas del cerebro. El AT2R interactia con el receptor de ATIR
modulando sus acciones, y en muchos casos, actuando como antagonista de su activacion. En términos
generales, la activacion del AT2R por la Ang-1I promueve la vasodilatacién y mejora los efectos del
remodelado causados por la activacién del ATIR™. El AT2R también ejerce una accidn
cardioprotectora en el caso de isquemia-reperfusion o infarto de miocardio al inhibir la fibrosis post-
isquemia'”’.

La Ang-1I se encuentra asociado al envejecimiento porque promueve la senescencia celular,
incluyendo cambios fisiolégicos y estructurales relacionados con enfermedades vasculares exacerbando
el estrés oxidativo al unirse a su receptor AT1R'. Se ha demostrado que los ratones que carecen de una
de las isoformas del AT1R (AT1RA) viven de forma normal y son mas longevos que los ratones
control'”. Asimismo, la carencia de este receptor hace que estos ratones desatrollen menos alteraciones
estructurales en la vasculatura, sufran menos estrés oxidativo y tengan mitocondrias mas funcionales

7. Otros estudios muestran que aquellos ratones que no poseen receptores

durante el envejecimiento
ATI1R no desarrollan dafios cetebrales vasculares asociados al envejecimiento por ROS'®.  Por  otro
lado, la inhibicion de la via de la angiotensina es capaz de revertir cambios estructurales
cardiovasculares en ratas hipertensivas. Se ha sugerido que esto es debido a la disminucién de la

expresion de la NAD(P)Hox, disminuyendo el estrés oxidativo'®.

_05 -



INTRODUCCION

El tratamiento crénico con inhibidores de las ECA o con bloqueadores de los receptores de

Ang-II reduce los efectos dafliinos asociados al envejecimiento en la vasculatura, por ejemplo

preservando las mitcondrias renales y previniendo asi el dafio renal'”.

ANGIOTENSINOGENO

RENINA >

ANGIOTENSINA 1

ENZIMA CONVERTIDORA

- DE ANGIOTENSINA
ANGIOTENSINA 11
\ ANGIOTENSINASAS
”". ANGIOTENSINA 111
=71 | (producto de degradacion)
]
AT2R
¢ ; \\* Proteina Gq ——p» Fosfolipasa C
Vasodilatacion 'y otros efectos
antagonicos a AT1R
Activacion de la Activacion de la  Generacién de ROS PLP: 1Ps+ DAG
via de MAPK via de AKT
Incremento de calcio Contraccion

Fig. 12. Sistema Renina-Angiotensina. Elaboracion propia.
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5. El papel de los mictoARNs en los cambios estructurales en las arterias durante el

envejecimiento.

5.1. Consideraciones generales:

Los microARNs (miRs), son pequefios acidos
ribonucleicos (ARN) no codificantes (no se traducen en
proteinas) de entre 18 y 25 nucleétidos de longitud. Los
miRs son principalmente transcritos por la ARN
polimerasa en precursores (llamados pri-miR) de mayor
tamano del que tendran los miRs maduros. Luego los pri-
miRs seran procesados por la ribonucleasa de tipo III
Drosha para producir pre-miRs, que seran llevados al
citoplasma

exportinas. En el citoplasma la

por
ribonucleasa de tipo III Dicer procesara los pre-miR para
producir duplex de miRs, que separara la Helicasa para
producir miRs maduros que se uniran al complejo

RISC'.

Esta descrito que los miRs tienen capacidad de
regular la transcripcién, ya que son capaces causar la
degradacion de ARNs concretos, o bien pueden
disminuir la transcripcion de un gen a su correspondiente
ARN mensajero actuando en la region reguladora situada

a 3’ de dicho gen por complementariedad de bases!".

Se han descubierto mas de 1000 ARNs en células
humanas. Cada miARN tiene la capacidad de interactuar
con diversos genes, y cada gen puede ser regulador por
diversos miR. Siendo reguladores negativos de la
transcripcion, los miR participan en diferentes procesos,

tanto fisiologicos como patofisiolégicos, incluyendo
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Fig. 13. Sintesis de miR. Fuente: Bartel 2004
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diferenciacion, proliferaciéon, apoptosis y migracion celulares, asi como la homeostasis y también

diversas patologfas'™'™.
Degradacién de ARNm por Regulacién de 1a transcripcién
complementariedad con miR por unién de miR a la regién

reguladora 3’

Ruptura del ARNm

1 . 4

~—\_

Silenciamiento del gen por interaccion del
miR con la regién reguladora 3’

Fig. 14. Regulacion de la transcripcion por parte de miRs. Fuente: Bartel 2004

Dada la versatilidad en la funciéon de los miR, es facilmente comprensible que sean capaces de
formar parte de la senescencia celular y el envejecimiento del organismo, teniendo un papel en las

patologias relacionadas con el envejecimiento'™'".

Se ha sugerido que el perfil de expresion de miRs se encuentra fuera de la normalidad durante la
senescencia celular'™"”. Algunas rutas metabdlicas reguladas por miR, com la via de la insulina o la ruta

de AKT/mTOR entre otras, se asocian con patologias cardiovasculares'” ™!

. A nivel celular, la
senescencia se asocia con cambios fenotipicos y funcionales en el sistema cardiovascular, promoviendo

alteraciones en la vasculatura dependientes de la edad'™.

5.2. miRs y pared vascular:

Al ser sometido a diferentes estimulos (citoquinas proinflamatorias, estrés oxidativo, dafio, etc.)
la funcién del endotelio puede verse afectada y se sabe que el envejecimiento es un factor capaz de
causa este efecto. Esto puede provocar cambios en la proliferacion, migracion, inflamacion y

senescencia de las células de la pared vascular'®.

Se sabe que exiten muchos miR que afectan a la pared arterial, pero solamente vamos a hacer

referencia brevemente algunos que atafien a esta tesis.
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5.2.1. miR-21:

miR-21 actia en multiples aspectos de la fisiologia de la pared vascular. En endotelio miR-21 es
capaz de disminuir la apoptosis regulando la fosforilaciéon de AKT, asi como regulando la actividad de
PTEN'®, ambas enzimas clave en la via AKT/mTOR. También es capaz de regular la fosforilacion de

eNOS y por tanto actuando sobre la produccién de éxido nitrico (NO) '™,

También limita la transduccién del ARN mensajero de la enzima PPAR«, promoviendo la
inflamacién al incrementar la expresion de VCAM-1 y de CCL2 al regular positivamente el factor de

transcripcion AP-1'%.

Tras una lesion realizada por un cateterismo, miR-21 es uno de los miR mas abundantes en la
pared vascular y puede incrementar la capacidad de migracion de las células musculares lisas, asi como
su capacidad de proliferacion. Esta funcién la lleva a cabo junto con TSP-1, asi como inhibiendo c-
Ski'®'¥", c-Ski es una molécula que se expresa en células musculares lisas y que se ha desctito que limita

188

la hiperplasia de la intima tras una lesion'®. TSP-1 es una proteina que se encuentra en la matrix

extracelular y que regula el fenotipo celular durante la sintesis de tejido y su reparacion, facilitando la
actividad de citoquinas, factores de crecimiento, componentes de la matriz extracelular y proteasas'™.
Por tanto, en células musculares lisas de origen humano, una baja expresion de miR-21 inhibe de forma
significativa la proliferacion y migracion'*'*".

Por otro lado, miR-21 actia de forma diferente en células endoteliales, pues inhibe su
proliferacion a través de RhoB. Lleva a cabo esta funcién por la via por la que actia la inhibicion del

crecimiento provocada por la rapamicina'®'.

En pacientes se ha visto que miR-21 se encuentra regulado positivamente en las placas
aterosclerdticas y que ayuda a que las células musculares lisas proliferen en este entorno fisiopatologico
mediante la regulacion del factor de transcripcion Notch2'”. También se ha encontrado que miR-21 se

encuentra exacerbado en pacientes con patologias en arterias periféricas'”.

5.2.2. miR-221/222:

miR-221 y miR-222 se encuentran en tindem en el crosomoma X, se encuentran muy

conservados y son practicamente homologos de modo que se tratarin como uno mismo'™.

miR-221/222 se encuentra implicado en la regulacién positiva de la apoptosis y la senescencia

en células endoteliales mediante la inhibicion de p21'”. Ademas tiene un efecto antiproliferativo e
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inhibe la migracién en células endoteliales. Sin embargo tiene un efecto opuesto en células musculares
lisas, promoviendo la proliferacién y la migracién, e inhibiendo la apoptosis y la diferenciacion. Se ha
sugerido que esto puede deberse a un diferente patréon en la expresion de algunas de sus dianas

moleculares, como lo son p27, p57 y c-kit">""%!”7.

Se ha observado que el tratamiento con miR-221/222 promueve la deposicion de calcio™” y que

su transcripcion se encuentra disminuida en pacientes con patologias en las arterias periféricas'”.

5.2.3. miR-143/145:

Los miR 143 y 145 van a ser tratados de forma conjunta igual ya que se encuentran muy

proximos en el cromosoma 5 y se transcriben conjuntamente'”.

miR-143/145 promueven la diferenciacion de las células musculares lisas, mientras que inhiben
su proliferaciéon y se encuentran regulados negativamente en vasos daflados o que presentan

aterosclerosis.

La proteina supresora de tumores p53 promueve la maduracién post-transcripcional de

miR-143/145, contribuyendo al papel antiproliferativo de p53'”.

6. El sexo como factor de riesgo en el envejecimiento cardiovasculat:

El sexo supone un factor de riesgo cardiovascular independiente durante el envejecimiento.
Esto se ha descrito en la prevalencia y mortalidad de diferentes ECV, por ejemplo los hombres
muestran mayor prevalencia de ECV asociadas a una vasculatura envejecida como es el caso de la

cardiopatia coronaria, que es la principal causa de muerte a nivel mundial®"*".

Las diferencias sexuales en cuanto a la incidencia de las ECV son maias evidentes a edades
jovenes y de mediana edad (25 a 50 afios) que a edades mas avanzadas, cuando los indices de ECV se

van equiparando®®

. En personas de mediana edad (25 a 50 afios) la probabilidad de padecer una ECV
es de 2 a 5 veces mayor en hombres que en mujeres®™**”. Asimismo, la mortalidad por ECV es 5 veces
mayor en hombres que en mujeres™™. Si se excluyen de estas estadisticas otros factores de riesgo, como
el tabaquismo, la diabetes, la obesidad, la hipertensién o el colesterol, se puede sugerir que el sexo es un

factor de riesgo independiente para las ECV al menos hasta alcanzar edades avanzadas (85 o mas
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afios)*®. En el caso de la mortalidad, el sexo del individuo supone un 60% de las diferencias entre

hombres y mujeres antes mencionada®®

. Esto es asf en las personas jévenes y de mediana edad (25 a 50
aflos), pero va cambiando a medida que envejecemos, puesto que de los 50 a los 60 afios el sexo es un
factor de riesgo independiente que justifica por si mismo un 47% de las diferencias en prevalencia y un
46% en mortalidad debido a ECV observadas una vez eliminados el resto de factores de riesgo. Estas
diferencias asociadas al sexo disminuyen a un 35% y un 39%, respectivamente, en personas de mas de
60 afnos de edad, y llegan a invertirse a edades muy avanzadas (mas de 85 afos), aunque esta inversion

en la tendencia no llega a ser significativa en ningun caso”'".

Sin embargo, a pesar de la evidencias epidemiologicas, hay una preocupante falta de
informacion respecto a los mecanismos que producen las diferencias sexuales en el inicio y progresion
de las ECV. La recogida sistematica de datos acerca de problemas cardiovasculares en mujeres se ha
llevado a cabo de forma importante solamente en las ultimas 2 o 3 décadas®'’, y los estudios de
investigacién basica sobre este tema aun son limitados y controvertidos. Es necesario recabar
informacioén acerca de como el sexo puede suponer en si mismo un factor de riesgo cardiovascular,
para asi mejorar el tratamiento de los pacientes, asi como para poder llevar a cabo terapias preventivas y

una correcta educacion en la prevencion de enfermedades asociadas al envejecimiento vascular.
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“I love fools’ experiments. I am always making them.”

Charles Darwin
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Esta tesis tiene como hipétesis que el sexo es un factor importante en la regulacion de los
mecanismos patofisiologicos que se dan durante el envejecimiento vascular y por tanto también en los
cambios funcionales y morfolégicos que les acompafian. Por ello hembras y machos no siguen el

mismo ritmo ni padecen los mismos cambios a lo largo del envejecimiento vascular.

-33.



OBJETIVOS

“The true worth of an expetimenter consists in his pursuing not only what he seeks in his experiment,

but also what he did not seek™

Claude Bernard
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OBJETIVOS

El objetivo de esta tesis es determinar los mecanismos responsables de las alteraciones del
fenotipo en aquellas células vasculares que puedan contribuir a la disfuncién y remodelado vasculares
en fases tempranas del envejecimiento, cuando las consecuencias de estas alteraciones aun no
representan entidades clinicas pero si que son sus potenciales precursoras. Para cumplir con estos

objetivos hemos separado esta tesis en tres grandes tareas distintas:

1) Determinar los mecanismos responsables de los cambios de fenotipo de las células
musculares lisas vasculares que contribuyen al remodelado vascular en un modelo animal de senescencia

acelerada.

2) Determinar las diferencias asociadas al sexo en la progresion de la disfunciéon vascular
durante el envejecimiento, asi como los mecanismos involucrados, con especial énfasis en el papel de la

Ang-II.

3) Determinar las diferencias asociadas al sexo en la progresiéon del remodelado arterial durante

el envejecimiento, asi como sus mecanismos asociados.
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“The true method of knowledge is experiment”

William Blake
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1. Modelos murinos de envejecimiento:

Con el objetivo de determinar los mecanismos de senescencia vascular y las diferencias asociadas
con el sexo en la progresion del envejecimiento vascular, se utilizaron dos modelos diferentes de

ratones.

1.1. Modelo de Senescencia acelerada:

Se estudiaron ratones hembras propensos a la senescencia acelerada (SAMPS, senescent-
accelerated mice prone) a los 7-8 meses de edad y fueron comparados a los ratones hembras sin
propension a la senescencia acelerada (SAMRI, senescent-accelerated mice resistant). Esta edad fue
elegida en base a estudios preliminares de nuestro grupo de investigacion que determinaron el inicio de

la senescencia vascular en SAMPS, pero no en SAMR1*™.

1.2. Modelo de Senescencia cronoldgica:

Se estudiaron ratones machos y hembras de la cepa no consanguinea CD1 a 3 edades diferentes (3
meses, 7 meses y 12 meses) con el fin de determinar el curso de tiempo del inicio de la senescencia
vascular. Con el fin de determinar el papel del sistema renina angiotensina en el envejecimiento
vascular, se traté un grupo de ratones CD1 (macho y hembras) con el antagonista AT1R, Losartan
(Sigma-Aldrich). El Losartan fue administrado en el agua de beber (dosis: 0,6 mg/L) desde los 3 meses

de edad hasta los 12 meses de edad. Este tratamiento se basa en estudios previos® ',

Los ratones SAMR/SAMP fueron obtenidos de la ctia en el Parque Cientifico de Barcelona y los
ratones CD1 fueron obtenidos de los laboratorios Harlan y Charles River. Todos los animales fueron
mantenidos en el estabulario de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Barcelona de acuerdo con
las gufas institucionales (temperatura constante de 22°C, ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, 60% de
humedad). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el comité de ética de la Universitat de
Barcelona (Comité Etic d’Experimentacié Animal — CEEA protocols: 134/12 y 583/14) y llevados a
cabo siguiendo la normativa establecida por la legislacion espafiola y por el US National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (Publicacion NIH 85-23, 1996). Se
permitié a los ratones envejecer naturalmente hasta la edad en que fueron estudiados, y que tuviesen a
su disposicién agua y pienso estandar para ratones (Teklad Global Diet 2018) ad libitum hasta su

sacrificio.
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En el dia del sacrificio, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (40 mg/kg
intraperitoneal) y la aorta toracica fue aislada y preparada de acuerdo con el protocolo experimental
pertinente en cada caso (que se encuentran descritos en cada procedimiento). Asimismo, se
recolectaron muestras de sangre por puncion cardiaca. Se centrifugd la sangre a 2500 g durante 15

minutos para obtener el suero que fue almacenado a -80°C para su conservacioén hasta su uso.

2. Estudio de los mecanismos asociados al remodelado vascular durante el envejecimiento:

2.1. Determinacion de marcadores de la senescencia en células vasculares:

- Incremento de la expresion de p53: se determindé mediante Western blot convencional. Para este
protocolo, una cantidad igual de proteina de cada muestra (25 pg) se cargd en geles de acrilamida de
concentracion progresivamente creciente (del 4% al 12%) y se separd por SDS-PAGE, y luego se
realiz6 la transferencia a membrana de nitrocelulosa en el sistema de transferencia en seco iBlot
(Invitrogen, Thermo Fisher). Las membranas se incubaron toda la noche a 4°C en PBS con 0,1% (v/v)
de Tween 20 y 5% (p/v) de leche desnatada en polvo. Se utilizé un anticuerpo primatio monoclonal de
ratén contra p53 (Santa Cruz, sc-393031) diluido 1:1000. Tras 3-5 lavados con PBS con 0,1% (v/v) de
Tween, se incubaron las membranas por lh a temperatura ambiente con anticuerpo secundatio
especifico contra IgG de ratén (procedente de cabra) conjugado a peroxidasa de rabano en PBS con
0,1% (v/v) de Tween 20 y 1% (p/v). Después de 3-5 lavados adicionales con PBS con 0,1% (v/v) de
Tween se incubaron las membranas conun sustrato quimioluminiscente (Super Signal, Pierce, Thermo
Fisher) de acuerdo con los protocolos del fabricante. La sefial quimioluminiscente fue medida mediante
el sistema de imagen LLAS4000 (GE Healthcare). El analisis densitométrico de los Western blot se llevo
a cabo mediante el software Image] (NIH.gov).

Al final del primer Western blot, todas las membranas fueron sometidas a un “striping” para
eliminar el anticuerpo préviamente utilizado y fueron sometidas a nueva incubacién, utilizando
anticuerpo monoclonal de ratén contra GAPDH en una dilucién 1:2500 (Santa Cruz — sc-365062)
como control de carga. Los datos del analisis densitométrico se normalizaron por los valores obtenidos

en la densitometria del GAPDH.

- Determinacién de la actividad B-Galactosidasa: se fijaron aortas toracicas intactas, asi como células
musculares lisas procedentes de aortas toracicas de ratones SAMP8 y SAMR1, mediante un tampén de

fijacion (2% paraformaldehido, 2% glutaraldehido, 70.4 mM Na2HPO4, 14.7 mM KH2PO4, 1.37 M
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NaCl, y 26.8 mM Kcl). Una vez fijadas, se realizaron lavados con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) y se sometieron a una tincién con solucion de X-gal durante la noche a una temperatura
constante de 37°C, utilizando un kit comercial (Senescence Cells Histochemical Staining Kit #CS0030,
Sigma-Aldrich). Tras lavados repetidos con PBS, se fotografiaron las aortas mediante camara digital
(Panasonic Lumix DCM SZ10) y las células utilizando una camara digital acoplada a un microscopio

invertido (Nikon Eclipse Ti).

2.2. Analisis morfométrico de las arterias eldsticas (aorta) v musculares (femoral):

- Mediciéon del grosor de la pared arterial (tincion de hematoxilina-eosina): se congelaron aortas
toracicas en OCT freezing medium (VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron secciones de 10 pM
utilizando un criostato (Leica, Alemania). Las secciones fueron fijadas en formaldehido al 3,7% durante
2 horas y luego se hidrataron brevemente en agua destilada, tras lo cual se incubaron en hematoxilina de
Gill (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) durante 10 minutos. Las muestras se lavaron brevemente en
agua corriente hasta conseguir la diferenciaciéon de la tincién, tras lo cual se sumergieron en acido
acético al 1% y se volvieron a lavar con agua seguida etanol de 96°. Tras los lavados las secciones de
aorta se incubaron en Eosina (Merk, Darmstadt, Alemania) durante 4 minutos para posteriormente
deshidratarlas mediante la inmersiéon en etanol absoluto y xilol. Finalmente las muestras se montaron
utilizando DPX (VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron microfotografias. Se midi6 el grosor de las
arterias mediante Mac Biophotonic Image | Software. La medicion del perimetro del vaso, asi como de
la luz del vaso fueron tomadas como circunferencias. El didmetro del perimetro (D,) y de la luz (D)) se

calcularon mediante la siguiente ecuacion:

Perimetro de la circunferencia
s

Diametro=

Este calculo asume que la arteria tiene una seccién transversal circular in vivo. Entre 6 y 8
secciones fueron medidas en cada caso para obtener un promedio.
El grosor de la pared fue calculado mediante la siguiente ecuacion:

Grosor de la pared arterial=D — D,

Asimismo, la seccion transversal fue calculada mediante la siguiente ecuacion:
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n

Area de la seccion transversal= X

D.-D;|

2.3. Analisis del contenido de coldgeno v elastina en aorta:

- Medicién del contenido de colageno en la pared arterial (tinciéon de rojo picrosirio): se congelaron
aortas toracicas en OCT freezing medium (VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron secciones de 10
uM utilizando un criostato (Leica, Alemania). Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y
se fijaron en formaldehido al 3,7% durante 2 horas. Tras esto se hidrataron brevemente en agua
destilada, tras lo cual se incubaron en 4acido fosfomolibdico durante 2 minutos (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemania). Luego se lavaron brevemente en agua deionizada y se incubaron en oscuridad
total en rojo picrosirio (12 g de acido picrico, 400 mL de agua destilada 0,4 g de Direct Red 80, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Alemania). Tras un segundo lavado en agua desionizada, se sumergieron las
secciones en acido clorhidrico 0,01 N durante 2 minutos y luego en etanol de 75° durante 45 segundos.
Las muestras se deshidrataron mediante la inmersién en etanol absoluto y xilol. Finalmente, las
muestras se montaron utilizando DPX VWR, Radnort, Pensilvania) y se obtuvieron microfotografias sin
filtro, asi como microfotografias utilizando un filtro polarizador de la luz. Las mediciones se llevaron a
cabo utilizando Mac Biophotonic Image | Software. Para medir la cantidad total de colageno se calculd
el porcentaje de area tefiida en las microfotografias bajo un umbral especifico y tomadas bajo luz sin
filtro. Para medir los diferentes tipos de colageno se utilizaron las microfotografias tomadas utilizando

el filtro polarizador”

. Las fibras de colageno tefiidas con rojo picrosirio muestran un color diferente
bajo luz polarizada dependiendo de su grosor. El color varia de verde (fibras de nueva formacién, mas
finas) a rojo (fibras maduras, mas gruesas)”'‘. La propotcion de los dos tipos de fibras de colageno
determina la cantidad de cada color, y separando la imagen por canales para cada uno de sus colores

(una funcién que incorpora Mac Biophotonic Image | Software de forma automatica), se puede calcular

la cantidad de fibras de cada tipo mediante la medicién del area tefiida.

- Analisis del estado de las fibras de elastina (tincion tricromica): se congelaron aortas toracicas en OCT
freezing medium (VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron secciones de 10 pM utilizando un
criostato (Leica, Alemania). Llas muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se fijaron en
formaldehido al 3,7% durante 2 horas. Tras esto se hidrataron brevemente en agua destilada, tras lo cual

se tifieron mediante colorante de fibras elasticas (solucién de 1 g. de cristales de hematoxilina disueltos
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en 50 mL de etanol absoluto, a la que se afiadieron 25 mL de cloruro férrico al 10% y 25 mL de
solucién de Lugol) durante 30 minutos. Tras lavar en agua desionizada se diferenciaron las muestras
mediante la utilizacién de cloruro férrico al 2%, seguido de nuevo por un lavado en agua desionizada.

Se trataron las muestras con tiosulfato al 5% y se lavaron con agua desionizada, etanol de 96° y
agua desionizada de nuevo, para ser teflidas con colorante de Van Gieson durante 6 minutos. Tras la
tincion, se diferenciaron las muestras en etanol de 96° y se lavaron con agua desionizada. Después se
incubaron las muestras en mordiente (acido fosfomolibdico al 5% en agua destilada) durante 15
minutos para poder llevar a cabo la tinciéon con verde luz. Tras esto, se incubaron las muestras con
verde luz (2 g. de verde luz, CI. 42095 + 2 mL de 4cido acético en agua destilada hasta 100 mL)
durante 10 minutos. Luego las muestras se lavaron con agua desionizada y acido acético al 0,5%, para
posteriormente ser deshidratas y montadas mediante DPX (VWR, Radnor, Pensilvania). Se tomaron

microfotografias y se evalu6 el estado de las fibras de elastina.

2.4. Analisis del crecimiento de las células musculares lisas de aorta:

- Aislamiento y cultivo primario de células musculares lisas de aorta: inmediatamente tras el sacrificio,
las aortas se limpiaron del tejido circundante en medio fisiolégico de HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution, Gibco) bajo lupa binocular y se mantuvieron en hielo en medio Leibovtz (Gibco, Thermo
Fisher) hasta el aislamiento. Una vez limpias, las aortas se incubaron durante 30 minutos a 37°C en una
solucién de colagenasa (Collagenase type II, Sigma Aldrich) diluida en HBSS (2mg/mlL). Tras la
digestién con colagenasa, se cortaron las aortas en 3-4 anillos de una longitud similar y todos los anillos
de una misma aorta fueron situados en un mismo pocillo de una placa de 6 pocillos (Multiplacas Nunc
tratadas para cultivo celular, Thermo Fisher). Estas placas fueron previamente recubiertas con gelatina
(2% Gelatin Solution, Sigma) diluida en agua desionizada estéril 1:10 v/v. En cada pocillo se afiadi6 1
mL de medio para células musculares lisas y las placas fueron situadas en una incubadora en
condiciones constantes de temperatura a 37°C y 5% de CO,. 24 horas después se anadié 1 mL de
medio para células musculares lisas. A los 3-5 dias se eliminaron los anillos de aorta cuando se hubieron
obtenido suficientes células fijadas al fondo del pocillo y se permitié a las células crecer hasta el
aparecimiento de colonias de células musculares lisas en la incubadora.

El medio utilizado para el cultivo de las células musculares lisas fue DMEM/F12 sin rojo fenol
(GIBCO) suplementado con suero bovino fetal (GIBCO) al 10% de concentracion final,
Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) a una concentracién final de 50 unidades/mlL de Penicilina y de 50

pg/mL de Estreptomicina, y suplemento vascular SMGS (GIBCO) para propotcionar al medio de
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cultivo una concentracién final de 2 ng/mlL de factor de crecimiento de fibroblastos, 0,5 ng/mL de
factor de crecimiento epidérmico, 5 ng/ml. de Heparina, 0,2 pg/ml. de albumina sérica bovina y 2
pg/mL de factor de crecimiento recombinante de tipo insulina. Las células se utilizaron en segundo o

tercer pasaje para realizar los experimentos in vitro a menos que se mencione lo contrario.

- Ensayo de crecimiento celular: cuando las células musculares en el primer paso alcanzaron el 100% de
confluencia, se anadi6é Tripsina (Trypsin-EDTA 0,25%; Gibco) durante 1 o 2 minutos para separar las
células de las placas. Tras la separacion de todas las células, se afiadia 1 mI. de medio de cultivo y se
centrifugaban las células a 200 g durante 10 minutos. Se plantaron cantidades iguales de células
musculares lisas (2.5 x 10* células/cm?) en placas de 6 pocillos y se mantuvieron con medio de cultivo
de células musculares lisas en condiciones estandar. Después de 7 dfas de incubacion se determiné el
nimero de células con un hemocitometro automatizado (Countess® Automated Cell Counter, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific). El crecimiento celular se expresé como la relaciéon entre

células contadas a los 7 dias de cultivo y las células sembradas.

- Ensayo de curaciéon de herida: se plantaron células musculares lisas en placas de 6 pocillos y se
permitié que proliferasen hasta llegar al 100% de confluencia. Tras comprobar el correcto estado de las
células, se llevé a cabo una herida a lo largo de cada pocillo, siempre del mismo tamafio y grosor, y se
llev6 a cabo un lavado con HBSS para eliminar las células que pudieran quedar en suspension al realizar
la herida, asi como cualquier otro detrito que pudiera estar presente en el medio de cultivo. Se
fotografiaron 3 campos a lo largo de la herida en cada pocillo mediante microscopio invertido y se
marcaron estas zonas en la placa para obtener microfotografias en el mismo sitio posteriormente. Se
llevaron a cabo microfotografias a las 3, 6, 12 y 24 horas, cuando finalizé el experimento, dado que
habfa condiciones experimentales en que a las 24 horas se habfa cerrado la herida. Para medir la
proliferacién, se midi6 el area de la herida a cada tiempo para un mismo campo, utilizando Mac
Biophotonic Image | Software y se calcul6 el porcentaje de area de la herida que se habia cerrado en

cada caso, para poder obtener una curva de crecimiento de las células.

- Ensayo de proliferacion basado en impedancia: para realizar este experimento, se plantaron células
musculares lisas de aorta en una concentracion de 5x10° células en 200 pL. de medio para células
musculares lisas en un pocillo de una placa de 96 pocillos RTCA resistor plate (RTCA System, Roche
Diagnostics). LLos cambios en la impedancia se midieron de forma continua durante 48 horas mediante

el aparato XCelligence Real-Time Cell Analysis (RTCA) System (Roche Diagnostics), de forma que se
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pudo monitorizar la proliferacion de las células. Para determinar que vias metabdlicas pueden estar
implicadas en los cambios en el fenotipo proliferativo de las células senescentes, se inhibieron rutas
metabodlicas mediante el tratamiento con Wortmanina (inhibidor de la via de AKT) en una
concentraciéon de 100 nM en medio de cultivo o con PD98509 (inhibidor de la via de las MAPK) en
una concentracion de 1 pM en medio de cultivo.

Los resultados fueron validados mediante otro experimento en el que se utilizé6 un hemocitémetro
o camara de Neubauer para cuantificar el nimero de células. En esta validacién se plantaron 3x10°
células musculares lisas el un pocillo de una placa de 6 pocillos y se dejaron crecer durante 5 dias, tras lo
cual fueron tripsinizadas y contadas mediante el hemocitémetro, de forma que se pudo establecer una

relacién entre el nimero de células plantadas y de células contadas al final del experimento.

2.5. Cambios en la expresion de ARN mensajero de células musculares lisas de aorta de SAMPS:

- Extraccion de ARN mensajero: se congelaron la aortas toracicas utilizando hielo seco y se
homogenizaron mecanicamente en presencia de trizol (1Iml/100 mg de tejido) en politron. Tras la
incubacién por 5 minutos a temperatura ambiente, se mezclaron los homogenados con 200ul de
cloroformo (Sigma-Aldrich) y se incubaron por un tiempo adicional de 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 12000 g durante 4 minutos a 4 °C para
separar las fases acuosa (que contiene RNA) de la interfase (con DNA) y la fase organica (con
proteinas). Se recolecté la fase acuosa y se precipité el ARN mediante la adicion de 500ul de
isopropanol (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) por cada mililitro de trizol inicial afiadido. Se
centrifugaron las muestras a 12000 g durante 8 minutos a 4 °C para obtener un pellet de ARN
precipitado. El sobrenadante se descart6 y se lavé el precipitado con 1 mL de etanol de 75° para la
remocién de trazos de fenol presente en el trizol. Tras un nuevo centrifugado a 7500 g durante 5
minutos a 4 °C, se descarto el etanol y después del secado durante 5 minutos a temperatura ambiente y
se solubilizo el pellet de ARN en agua libre de RNAsa y DNAsa. Las muestras se almacenaron a -80°C

hasta su uso.
- Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR): la expresion de ARN

mensajero de los diferentes genes de interés se llevé a cabo mediante qRT-PCR utilizando Sybr green

tal como esta descrito previament6217’218. El RNA total obtenido de las muestras se sometid a una
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transcripcion inversa utilizando un kit de transcripcion inversa segun las instrucciones de proveedor
(High-Capacity cDNA Reverse Transctiption Kit, Applied Biosystems) para obtener el cDNA. Las

7. Brevemente,

reacciones de qRT-PCR vy los analisis fueron realizados como esta descrito previamente
la reacciéon de qRT-PCR se llevé a cabo utilizando los siguientes parametros: 2 minutos a 50 °C
seguidos de 10 minutos a 95 °C tras lo qual se llevaron a cabo 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1
minutos a 60 °C en un sistema de PCR ViiA7 (Applied Biosystems). Se utilizaron como controles a-
actina y la subunidad ribosomal 18S (Inventoried 4310875, Applied Biosystems).

Los primers utilizados en los articulos que componen esta tesis se encuentran detallados en la

siguiente tabla:

Via metabdlica Gen Secuencia del primer 5°—3’

F: CCGGCTGCTTGCCTGTCTCC
ACE

R: GGAGCCACCTCACCTGGGCT

F: GCGGAGTAGCAACGTCCCCCT
SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA AT1

R: AGCGACCCGTGGACCAGGAC

F: GGCGATGGAGGGAGCTCGGAA

AT2
R: GGCGGACTCATTGGTGCCAGTT

F: GAGCCGTGAGATGGGTGGGAGGG
COX1

R: TGGATGTGCAATGCCAACGGCT

F: GTCAGGACTCTGCTCACGAAGGAAC
CcOox2

R: ACAGCTCGGAAGAGCATCGCAG

ACIDO ARAQUIDONICO
F: CGGCTACCTGACCCTATATGGA

PGIS2
R: ACACGATCTTGGGCCTGACT

F: AAAGGAACCACCCCAAAGGT
TXA2S

R: GCCTGGCCCACAATTTCAAT

F: TAGGCCCAGTCGCCCG
AKT1

R: TCGTTCATGGTATCCGTGGC

F: TGGCTGGAAAAGGCGGTATT

AKT2
R: GCTCGTTCCCGCTCCTTATT

F: GGTGCAGAGTCCCCTAGAGA
AKT3

R: TTGGCGACAGCAGGATCATT

F: TGTAGACGAGCTTCACTGCG
AKT1S81

R: GACCCCCAGCACACACAG

PI3K/AKT
F: CGGCAGGATACGCGCT

PTEN
R: AGCGGCTCAACTCTCAAACT

F: CCTTAAATGGTGAGCACGGAGA
PI3K

R: CATCACACACCCCAGCCAAT

F: CCTCACGTTGGTGTCCAGAG
PP2A

R: TACGAGGTGCTGGGTCAAAC

F: AGGAGGACGCTGAGGAGG

PDK1
R: AATGGGCACAGCGTCATACA
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Via metabélica Gen Secuencia del primer 5’—3’
F: CTGCCCTTGCCAGATGAGAAT
RPTOR
R: GCATGTCTTCACTTCCACCCA
F: TGTGGCTTCCTTCTACTGCG
mTOR Notchl
R: CTTTGCCGTTGACAGGGTTG
F: ATCCGCTACTGTGTCTTGGC
mTOR
R: TCGCGGATCTCAAAGACCTG
F: GCTGTTGCCCCTGGTTATCT
TNFRSR1F1A
R: ATGGAGTAGACTTCGGGCCT
TNFo
F: CAGGACCCTTGGCGTTACAT
TNFRSR1F1B
R: TTGGCAAGGTGGTTGTCAGT
F: AGGAAGGCAAAGCGAATCCA
NFK8
R: TCAGAACCAAGAAGGACGCC
NFKp
F: TTCTGCCCGCTCTCTTGTAG
IKBa
g R: TCGTAGGCTCCAGGACAGTA
F: GGAAACTGAACCCACCCGAT
HRAS
R: TGTCCTGAGCCTGGTGTCA
F: CAACCCAAACAAGCGCATCA
ERK1
R: TGTCGAAGGTGAATGGCTCC
MAPK
F: GCTGAAGCGCCATTCAAGTT
ERK2
R: ACTTACACCATCTCTCCCTTGC
F: GAACACCGAGCTCAACTCCA
MEK
R: TCGCTAAAGCCTCCTCCTCT
F: GTGCTCACCCTGGCTAAAGT
P53
R: AGGAGGATGAGGGCCTGAAT
F: TGACCGATGGACTCCTCACT
SIRT1
R: GCGTGTGACGTTCTGTCATC
F: GGACAGAGCAGTCGGTGAC
SIRT2
R: GTCTGAATCCTGAGCCTCCTG
, F: CGCTAAACTTCTCCCGGGTT
REGULACION DE LA LONGEVIDAD SIRT3
R: ACACAGAGGGATATGGGCCT
F: AGCATTCTTACTAGGGATTCCATCT
SIRT4
R: ACGTGTGAACGGCTAAACAGT
F: GCCACCGACAGATTCAGGTT
SIRT5
R: CCACAGGGCGGTTAAGAAGT
F: GCCCAACAGCCCTATACTCC
SIRT6
R: GTGGTTCCTTCAAGTTCCCCT
F: TTCGGGAAAGTGAAGGTGGG
AMPKo
R: TGATGTGAGGGTGCCTGAAC
F: CCTTTCCGGCTTCCTTGTGT
AMPK AMPKS
R: AAGATGTCGGCGTCTTCAGG
F: CGCTAGCAATGGAGTCGGTT
AMPKy
R: TGTTTGATTCCGGGGTCICTT
)} , F: TGTCACTATGGCAACCAGCGT
OXIDO NITRICO eNOS

R: GCGCAATGTGAGTCCGAAAA
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Via metabélica Gen Secuencia del primer 5’—3’
F: GAGCTTGGAACGGTACGCTA
Caspasa3
R: GAGTCCACTGACTTGCTCCC
F: AAAGTGGCTCCTGGTACATCG
APOPTOSIS Caspasa9
R: CATTGGCAACCCTGAGAAGGA
F: CAGCGTACGCACACCTATCC
BAD
R: GCCATTTCGGGAGCTCCTTT
F: TGGCCGAATACCTTAATGGGG
MRPL43
R: AGCTTCTGCACCAACGACTT
F: AAATAGAGTCCGCACCTCGC
NDUFBI11
R: TTTTTGTCGCTCCGCCCTTA
F: CTCCGTGTCCAGCATCAAGT
POLRMNT
, R: TCGAAGGTACCTGTCTTTGGC
FUNCION MITOCONDRIAL
F: GGAAGCAAACAGCACAGTCG
Tfblm
R: GCTGCTTGATCTTGGGCTCT
F: GCATGTAAGAAAGCGGCCAG
Tfb2m
R: CCACTCTGGCACCAGCTTTA
F: TAGGCACCGTATTGCGTGAG
TFAM
R: GTGCTTTTAGCACGCTCCAC
F: GTGCAAGTGTCTGAAGCAGC
1L-1
g R: TCCACAGCCACAATGAGTGAT
F: CTTCACTGTACAACCGCAGTAAT
1L-18
, R: GAGAGGGTCACAGCCAGTC
INFLAMACION
F: CCCAGCTCTGGGATGGATTG
IL-18BP
R: GGTCAAGGTCATGCTGTGGT
F: GTCCGTTCTGACCATGGAGC
VCAM

R: CCAGGGGGCCACTGAATTG

Tabla 2. Primers.

2.6. Cambios en la expresion de microARN:

El ARN total enriquecido en microARN (miR), se obtuvo mediante el kit de mirVana miR
Isolation Kit (Ambion, ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del proveedor. Tanto el ARN total
como el microARN fueron cuantificados mediante deteccién por fluorescencia utilizando Qubit
Fluorometer (Invitrogen, ThermoFisher). La integridad de ARN se comprobé con Agilent 2100
bioanalyzer (Agilent Technologies) y solamente aquellas muestras que obtuvieron un valor de integridad
de ARN por encima de 8 fueron aceptadas para su uso en array, de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. La expresion de 750 miR candidatos se midié mediante el array TaqgMan Array Rodent
MicroRA A+B Cards v3.0 (Apllied Biosystems). El sistema de deteccion ABI Viia7 (Applied
Biosystems) fue utilizado para llevar a cabo la amplificacién y a deteccion. Tras la amplificacion, los

valores de Ct se obtuvieron utilizando QuantStudio Software v1.3 (Applied Biosystems). Ya que los
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valores de Ct superiores a 35 representaron la detecciéon de una sola molécula en la amplificacion de las
muestras, los valores superiores se consideran por debajo del limite de deteccién del ensayo. Asi pues,
solamente los miR con valores de Ct iguales o menores a 35 en al menos uno de los grupos de estudio
fueron incluidos en los analisis. Los valores fueron calculados como ACt, donde Ct representa el ciclo
en que se supera el valor de deteccién de la amplificacion y ACt representa la diferencia entre el valor
de Ct del miR que se mide en cada caso y el valor de Ct del control endégeno (que era el ARN nuclear
U6, incluido ya en el array comercial utilizado).

Se obtuvo una red que relaciona los miR que mostraron cambios en su expresion entre SAMR1 y

SAMPS utilizando el programa Cytoscape Software (www.cytoscape.org). Aquellos grupos de miR que
se encontraron modificados en SAMPS y se utilizaron para averiguar que rutas metabdlicas estaban
relacionadas con los cambios detectados, con el fin de detectar posibles genes de interés. Para detectar
estos genes se utilizé TarBase v7.0 de la web diana tools web service (http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=site/index). La lista de todos los miR asociados con la
senescencia, fenotipos de célula muscular lisa de la vasculatura y vias metabélicas PI3K/AKT/mTOR

se utilizaron en el analisis.
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2.7. Validaciéon de los miR mediante gRT-PCR:

De los miR que mostraron diferencias entre SAMR1 y SAMPS, se seleccionaron aquellos
especialmente relacionados con la senescencia, los cambios de fenotipo de células musculares lisas de la
vasculatura y las vias metabdlicas PI3K/AKT/mTOR para una validacién mediante qRT-PCR por

metodologia Tag-Man. Los primers se detallan en la siguiente tabla:

miR TagMan Assay ID*

mmu- Let-7a-5p 000377
mmu-miR-124-3p 001182
mmu-miR-128-3p 000453
mmu-miR-145-5p 002278

mmu-miR-21-3p 002493
mmu-miR-221-3p 000524
mmu-miR-222-3p 002276
mmu-miR-136-5p 000592
mmu-miR-143-3p 002249

* Se pueden consultar en https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/pct/real-time-
pct/real-time-pct-assays/ tagman-gene-expression.html
Tabla 3. Ensayos Tag-Man

2.8. Terapia de miR in vitro :

Se sembraron células musculares lisas de aorta en placas de 24 pocillos y se permitié que llegasen a
un 60-70% de confluencia, comprobandose a diario. Posteriormente, se eliminé el medio de cultivo y se
llevé a cabo un lavado con HBSS. Ttras ello, se llevé a cabo la transfeccién de las células con anti-miR
anti miR-21, anti-miR 221, anti-miR-222, o con el mimético de los miR-143 o miR145, asi como con un
control de miR aleatoriamente generado (Scramble). Las moléculas de miRs y anti-miRs se han
conjugado con FITC para determinar la eficacia de la transfeccion por un microscopio de
fluorescencia. La transfecciéon se llevéo a cabo con el reactivo de transfecciéon lipofectamina
(DharmaFECT Duo Transfection Reagent, GE Health Care) en medio de cultivo sin antibidticos,
factores de crecimiento ni complementos para facilitar la incorporacién de los miRs a las células. Tras la
incubacion por 12-16h, se cambié el medio por medio de cultivo de células musculares lisas y las células
se incubaron durante 24 horas adicionales. Después del periodo de incubacion, las células transfectadas
se sometieron a los protocolos experimentales para determinar la capacidad proliferativa, como se ha

descrito en el apartado 2.4.
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2.9. Terapia de miR in vivo :

Se llev6 a cabo una lesion de denudacion endotelial de la arteria femoral de ratones SAMPS y
SAMRT1 con el objetivo de producir una hipertrofia en respuesta a dicha lesién. De esta forma se pudo
determinar la capacidad proliferativa de las células musculares lisas en arterias in vivo. Para ello, se
anestesiaron los ratones utilizando isofluorano por inhalacién (5% para la induccién y entre 2,5 y 1%
durante en el mantenimiento, con un flujo de oxigeno de 2,5 L/minuto). Una vez anestesiado, se
accedi6 a la arteria femoral mediante una incisiéon longitudinal en la zona inguinal, con ayuda de un
microscopio de quiréfano (Carl Zeiss). Se ligoé la arteria femoral a la altura del ligamento inguinal
mediante una pinza. A la altura de la rama epigastrica, se realizé un ligamento mas distal mediante una
sutura de nylon 8-0. En este momento se realizé una arteriotomia en la parte mas distal de la rama
epigastrica y introdujo una gufa de angioplastia de 0,25 mm de didametro (Advanced Cardiovascular
Systems) hasta llegar a la zona mas proximal de la arteria femoral, liberandola de la pinza que habfamos
situado en ella. Se avanzé la guia hasta la altura de la bifurcacién adrtica y se retird 3 veces, para
asegurar la lesion endoluminal. Al retirar la gufa, se ligd el extremo distal de la rama epigastrica en el
que se realizé la arteriotomia gracias a la sutura que habfamos situado previamente. Antes de cerrar la
herida, se aplic6 el tratamiento con miR o anti-miR directamente sobre la arteria dafada. El vehiculo
utilizado fue gel plurénico al 20% p/v (Pluronic F-127, Invitrogen), con un volumen final de 80 pL. una
vez afiadido el tratamiento. El tratamiento constaba de 1 nmol del miR correspondiente (control de
miR generados aleatoriamente, miR-21, miR-221, miR-222, miR-143, miR-145 o Scramble, Exiqon)
incorporado en lipofectamina (DharmaFECT Duo Transfection Reagent, 0.75 mL, GE Health Care)
como vector para su incorporacion a las células. Cada tratamiento llevaba incorporado FITC en la
posicion 5 del miR para su posterior localizacion en la zona tratada. El tratamiento fue preparado en
condiciones de esterilidad y administrado de forma ciega.

La arteria femoral de la otra extremidad del animal sirvié como control, sufriendo el mismo
proceso, pero sin recibir tratamiento con miR. Al cabo de un mes, se sacrificaron los animales
anestesiandolos mediante isofluorano tal como esta descrito antes y llevando a cabo una decapitacion y
se obtuvieron las extremidades inferiores para el estudio histolégico. Los cortes transversales (10 pm)
de las patas con las arterias femorales fueron montados en portaobjetos y sometidos a
immunohistoquimica para detectar la incorporacion de la molécula de FITC en el tejido. Las secciones
histolégicas se incubaron con un anticuerpo monoclonal primario contra el FITC 1:200 (Santa Cruz,
sc-57585) por toda la noche a 4°C. Después de lavados seguidos, los anillos se incubaron con el

anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratén conjugado con AlexaFluor-594 (Thermo Fisher). Las
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secciones se procesaron para montaje con un medio de montaje con DAPI para marcar los nucleos
(ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI, Thermofisher). Se obtuvieron imdagenes bajo luz
fluorescente para detectar las de autofluorescencia emitida por la elastina (verde), de los nucleos

marcados con DAPI (azul), y de la FITC unido a los miR de los tratamientos (rojo).

3. Estudio de las diferencias asociadas al sexo en el remodelado y funcién vascular durante el

envejecimiento:

3.1. Medicién de la presion arterial:

Un dia antes del sacrificio, un grupo de ratones CD1 (macho y hembras de 3 y 12 meses) fueron
anestesiados con isofluorano (5% en aire inhalado para la inducciéon y de 1,5% a 2% para el
mantenimiento), para una medicién directa y continua de la presion arterial. La carétida fue identificada
y separada del tejido adyacente limpiamente sin estimular el nervio vago y se inserté un catéter Tygon
previamente llenado con suero salino heparinizado (0,5 TU/mL) en la arteria carétida siguiendo
protocolos establecidos anteriormente®”. Se conect6 el extremo libre de la canula a una llave de 3 vias
mediante la cual se conecté a un transductor de presién (Narco Bio-System). Tras un periodo de
estabilizacion de 10-15 min, se registrd la presion arterial media durante un periodo de 30 minutos en el

software LabChart (ADInstrument, Oxford, UK).

3.2. Bstudios de reactividad vasculat:

Se limpiaron segmentos intactos de 2 mm de aorta de tejido conectivo y grasa y fueron montados
en un miodgrafo de 4 canales (modelo 410 A; J.P. Trading, Aarhus, Dinamarca), previamente llenado con
soluciéon de Krebs-Henseleit mantenido a 37 °C, tal como se describe en articulos previos®. Se
establecié una tension oOptima para el modelo experimental mediante experimentos preliminares
sometiendo el segmento arterial a diferentes tensiones en reposo y administrando cloruro de potasio
(KCl, 100 mM). Una vez establecida la tensién maxima del segmento arterial, se realizé un lavado y se
permitié a los segmentos arteriales equilibrarse durante 30-60 minutos.

Tras el periodo de equilibrio, se realizé6 una curva de contracciéon mediante la administracién de
Angll (desde 1nM hasta 1uM). Para evitar la interferencia a causa de la taquifilaxia inducida por la

Angll, cada concentraciéon fue aplicada a un segmento arterial distinto de la misma aorta, siendo cada
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concentracion una medida independiente. Los segmentos arteriales de cada aorta fueron asignados
aleatoriamente a cada una de las concentraciones de la curva en todos los casos.

Para medir la relajacion dependiente de endotelio, se utilizaron segmentos arteriales de 2mm
previamente contraidos con Fenilefrina (Phe) en una concentracién (desde 0.2 uM hasta 0.4 uM) capaz
de inducir una contraccion correspondiente al 80% de la respuesta maxima inducida por el KCI en una
concentracion de 100 mM. Cuando las respuestas contractiles alcanzaron una meseta (5-10 min), se
llev6 a cabo una curva de relajacién mediante la administracién del agente vasodilatador dependiente
del endotelio, acetilcolina (ACh) en concentraciones ascendentes (desde 1 nM hasta 10 pM). Una vez
obtenida la curva de relajacion dependiente del endotelio, se llevaron a cabo 3 lavados mediante
solucién de Krebs-Henseleit y se permitié a los segmentos arteriales equilibrarse durante un periodo de
30 minutos. Posteriormente se determind la relajacion independiente del endotelio mediante la
administraciéon de concentraciones progresivamente crecientes de nitroprusiato de sodio (NPS, desde 1
nM hasta 10 pM). La influencia de las distintas vias de sefalizacion en la relajacién arterial se midié
mediante la incubacién de los segmentos arteriales con la indometacina (10pM, inhibidor no selectivo
de ciclooxigenasas), el L-NAME ( 100 pM, inhibidor de sintasa de 6xido nitrico) y el Tempol (100uM,
secuestrador del anion superoxido). A este respecto, las curvas de relajacion a ACh se llevaron a cabo de
forma simultanea en diferentes segmentos arteriales del mismo animal, siendo un segmento estudiado
en ausencia de inhibidores como control, y el resto en presencia de indometacina o L-NAME. Las
incubaciones empezaron 30 minutos antes de la contracciéon con Phe y se mantuvieron durante todo el
experimento para asegurar su efectividad. Todas las mediciones se llevaron a cabo en segmentos

arteriales cuyo endotelio se encontraba intacto.

3.3. Analisis morfométrico del remodelado en la arteria aorta:

Se han determinado los cambios en el grosor de la pared y lumen arterial de aortas de machos y

hembras en las distintas edades estudiadas tal y como se ha descrito en el apartado 2.2.

3.4. Determinacién de colageno por tincién de rojo de sirio:

Los cambios en la expresion de colageno en la pared de las aortas de machos y hembras a distintas

edades han sido estudiadas tal y como se ha descrito en el apartado 2.3.
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3.5. Medicién de la actividad de las ciclooxigenasas:

Se llevé a cabo la mediciéon de la actividad de la COX1 y la COX2 en homogenado de aorta
toracica de ratéon utilizando un kit comercial (Cayman Europe) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La actividad peroxidasa de las COX se midié por ensayo colorimétrico, monitorizando la
aparicion de N,N,N’,N’-tetrametil-fosfo-fenilenediamina (TMPD) a 590 nanémetros durante 5 minutos
tras una incubacién con 20 uM de acido araquidénico. La especificidad de la actividad de las isoformas
de ciclooxigenasa se determiné mediante la adiciéon de inhibidores selectivos para COX1 (10 uM de

SC560) y para COX2 (10uM de DuP-697)

3.6. Medicién de la produccion de prostaglandinas:

Una vez finalizados los experimentos de miografia y respuesta a la ACh, se recolect6 el medio en el
miografo y se dejo en tubos de microcentrifuga a temperatura ambiente durante 30 minutos para
permitir que tanto el tromboxano TXA2 como la prostaciclina PGI2 se convirtieran en sus metabolitos
estables TXB2 y 6-keto-PGF-1a respectivamente. Tras el periodo de incubacién, se congelaron las
muestras a -80°C. Los niveles de TXB2 y 6-keto- PGF-la se determinaron por inmunoensayo

enzimatico (ELISA) comercial (Cayman Europe) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.7. Analisis de los cambios de expresién de miR en la aorta:

Los analisis para determinar la influencia del sexo y el envejecimiento en la expresion de mARN se

ha determina como se ha descrito en apartado 2.6.

3.8. Analisis de los cambios de expresion de proteina en la aorta:

Se congelaron aortas toracicas utilizando hielo seco y se homogenizaron mecanicamente en
presencia de tampoén de lisis RIPA (50 mM Tris, pH 7.4, 1 mM de EDTA, 1% v / v NP-40, 150 mM
NaCl, 2mM Na3VO4, 0.25% deoxilcolato de sodio, ImM NaF, 2% SDS, 10% glicerol y la combinacién
de inhibidores proteasa - 2 pg / ml). Después de 30 minutos de incubacion sobre hielo para completa
lisis de las células, se han centrifugado las muestras por 20 min a 14000g a 4C para la separacion y
solubilizaciéon de proteinas. La concentracion de proteinas se midi6 utilizando el kit de mediciéon de
proteina 660 nm de Pierce (ThermoFisher). Una cantidad igual de proteina de cada muestra (25 pg) se

cargd en geles de acrilamida de concentraciéon progresivamente creciente (del 4% al 12%) y se separd
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por SDS-PAGE, y luego se realiz6 la transferencia a membrana de nitrocelulosa en el sistema de
transferencia en seco iBlot (Invitrogen, Thermo Fisher). Las membranas se incubaron toda la noche a
4°C en PBS con 0,1% (v/v) de Tween 20 y 5% (p/v) de leche desnatada en polvo. Asimismo, se afiadié
anticuerpo primario de la siguiente manera:

- Dilucién 1:1000 de anticuerpo monoclonal de ratén contra sintasa de 6xido nitrico endotelial
(BD Bioscience — 610297)

- Dilucién 1:1000 de anticuerpo monoclonal de ratén contra sintasa de 6xido nitrico endotelial
fosforilada en la posiciéon Ser1177 (BD Bioscience — 612393)

- Dilucién 1:1000 de anticuerpo monoclonal de ratén contra COX1 (Santa Cruz—sc19998)

- Dilucién 1:500 de anticuerpo monoclonal de ratén contra COX2 (Santa Cruz—sc19999)

Tras 3-5 lavados con PBS con 0,1% (v/v) de Tween, se incubaron las membranas por 1h a
temperatura ambiente con anticuerpo secundario especifico contra IgG de ratén (procedente de cabra)
conjugado a peroxidasa de rabano en PBS con 0,1% (v/v) de Tween 20 y 1% (p/v). Después de 3-5
lavados adicionales con PBS con 0,1% (v/v) de Tween se incubaron las membranas con un sustrato
quimioluminiscente (Super Signal, Pierce, Thermo Fisher) de acuerdo con los protocolos del fabricante.
La sefial quimioluminiscente fue medida mediante el sistema de imagen LAS4000 (GE Healthcare). El
analisis densitométrico de los Western blot se llevé a cabo mediante el software Image] (NIH.gov).

Al final del primer Western blot, todas las membranas fueron sometidas a un “striping” para
eliminar los anticuerpos y fueron sometidas a nueva incubacion, utilizando anticuerpo monoclonal de
ratén contra GAPDH en una dilucién 1:2500 (Santa Cruz — sc-365062) como control de carga. Los
datos del analisis densitométrico de cada anticuerpo se normalizaron por los valores obtenidos en la

densitometria del GAPDH.

3.9. Deteccidon de estrés oxidativo mediante dihidroetidio:

Se congelaron aortas toracicas en medio de congelacion OCT (VWR, Radnor, Pensilvania) y se
obtuvieron secciones de 10 uM utilizando un criostato (Leica, Alemania). Las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente y se las dejé equilibrar a 37°C en solucién de Hanks
(ThermoVFisher Scientific, Walham, Massachusetts) de 30 minutos a 4 horas dependiendo de la
condicion experimental (L-NAME, Everolimus y TNFa durante 30 minutos, Apocinina durante 1 hora,
angiotensina II durante 4 horas). Después del periodo de incubacién, las muestras se incubaron durante

30 minutos en dihidroetidio (5 uM) diluido en solucién de Hanks. Tras 2 lavados con PBS, las secciones
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de aorta fueron montadas en medio de montage con DAPI (ThermoFisher Scientific, Walham,
Massachusetts) y se obtuvieron microfotografias con un microscopio de fluorescencia (Leika). Se
registraron imagenes de al menos tres secciones adrticas de cada animal. Las imagenes se fusionaron
utilizando el software Mac Biophotonic Image] y la fluorescencia del DHE se expresé como porcentaje

de fluorescencia emitida por DAPI.

3.10. Ensayo inmunoenzimatico (EI.ISA) para determinar los niveles de TNFo en suero de ratén.

La deteccion se realizé por colorimetria utilizando un kit comercial y se llevé a cabo de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (KMC3011, Invitrogen, Walham, Massachusetts). La lectura del
ensayo se realizé a 450 nm con el lector de placas Synergy 2 Multi-Mode Reader (Bio Tek, Swindon,
UK.

4. Anilisis estadistico:

Los resultados se expresan como media £ SEM (Standard Error Mean — Brror estandar de la
media) del nimero (n) de muestras individuales indicadas en las leyendas de cada figura. Los ajustes a
las curvas sigmoidales de los estudios de concentracién-respuesta en las miografias se realizaron
utilizando GraphPad Prism software ( v. 6.0; GraphPad Software, San Diego, California). Las respuestas
a la Angll se expresaron como porcentaje del tono generado por 100 mM de cloruro de potasio
(concentracion maxima). L.a maxima respuesta vasodilatadora inducida por la ACh se calculd y expreso
en relacion a la contracciéon producida por la Phe, que fue considerada como ausencia de relajacion. Por
otro lado, la tension registrada previamente a la incubacién con Phe se consideré como el maximo de
relajacion. La area bajo la curva se calculé en cada curva sigmoidal usando GraphPad Prism software.
Las diferencias estadisticas asociadas con la senescencia se calcularon por test T no pareado, y en el
caso del array (TagMan Array Rodent MictoRA A+B Cards v3.0), el andlisis estadistico se llevo a cabo
mediante el test no paramétrico de Mann-Withney. Se seleccionaron como validos aquellos resultados
con un porcentaje de falso positivo menor al 5% y un cambio en la expresion entre grupos mayor a 0,6
en base logaritmica. L.a dependencia del sexo y los tratamientos se evalué por un analisis de varianza
bidireccional (Two-way ANOVA) con el post-test de Bonferroni para comparar las medias replicadas.
Todos los testes se realizaron en GraphPad Prism software. El nivel de significaciéon de todos los tests

se establecié en p<0.05.
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“An approximate answer to the right problem is worth a good deal more than an exact answer to an

approximate problem.”

John W. Tukey
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SUBPROYECTO 1

Proliferacion de células musculares lisas durante el envejecimiento: el papel del miR-21 y la via

AKT/mTOR
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1. Las arterias de ratones SAMPS8 son mas senescentes que las de ratones SAMRI1.

Con el objetivo de asegurar la robustez del modelo elegido, se examiné el estado de senescencia
de ratones que envejecen de forma normal (SAMRI1) y ratones que sufren de envejecimiento acelerado
(SAMPS) fisicamente a los 6 meses(fig. 15A). Los ratones SAMP8 muestran siempre caracteristicas
tipicas de la senescencia (peor estado del pelaje, movilidad reducida...). También se llevd a cabo la
medicién de p53 en suero, siendo esta mayor el SAMPS8 que en SAMRI1 (fig. 15B). Por dltimo se llevo a
cabo el test de la 3-Galactosidasa, que tifie de azul aquellas células que son senescentes, tanto en aorta
como en células musculares lisas de aorta (fig. 15C y 15D). Tanto en aorta como en células, la cepa

SAMPS siempre mostré mas senescencia que la cepa SAMRI.

(A) (B)

SAMR SAMP

GAPDH —— A — —

(D)

Figura 15. A) Comparacién del estado fisico de las cepas SAMR1 y SAMPS a la edad de 7-8 meses. Se puede apreciar una mayor
senescencia en la cepa SAMPS. B) Analisis por Western Blot de expresion de la proteina p53. Las muestras proceden de homogenados de
aorta de las cepas SAMR1 y SAMP8 y se utiliza Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) como control endégeno para llevar a
cabo la normalizaciéon. C) Test de actividad de B-Galactosidasa en aorta de SAMR1 y SAMPS a los 7-8 meses. Las areas que es muestran
tefiidas de azul dan positivo para el test, indicando que hay células senescentes en ellas. Se puede apreciar que la cepa SAMP8 muestra inicios
de senescencia. D) Test de actividad de 3-Galactosidasa en células musculares lisas procedentes de aorta de SAMR1 y SAMPS de 7-8 meses.
Las células que se muestran tefiidas de azul dan positivo para el test, indicando que son senescentes. Se puede apreciar como las células de
SAMPS muestran mayor senescencia.
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2. Los ratones SAMP8 muestran un mayor grosor de la pared de las arterias aorta y femoral

que los ratones SAMRI.

Para averiguar si el envejecimiento va acompafiado de cambios en la estructura de las principales
arterias, se llevé a cabo una comparaciéon de cortes transversales de las arterias aorta y femoral de

SAMPS y SAMRI (fig. 16)

La medicién del grosor de la pared arterial, tanto de aorta (fig. 16A) como de femoral (fig. 16B),
muestra hiperplasia en los ratones envejecidos al compararlos con los controles. Por otro lado, la
medicion del diametro de la luz del vaso demuestra que no existen diferencias entre ratones envejecidos
y ratones control (fig. 16C y 16D). Este resultados demuestra que existe una hiperplasia que progresa

hacia afuera de la luz del vaso en estas arterias durante el envejecimiento.
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Figura 16. Microfotografias de secciones transversales de arteria aorta y arteria femoral de ratones SAMR1 y SAMPS a los 7-8 meses de edad. Las
fotografias mostradas son representativas de cada grupo. Se llevaron a cabo un minimo de 6 mediciones independientes para los siguientes
parametros: A) Medicion del grosor de la pared de la aorta. B) Medicion del grosor de la pared de la femoral. C) Medicién de la luz de la aorta.
D) Mediciéon de la luz de la femoral. Los graficos de barras representan la media y el error estandar de la media. Los valores de P comparativos se
muestran por encima de los gréaficos de barras.
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3. El incremento de grosor de la pared de las arterias aorta y femoral que se observa en

ratones SAMPS es causado por la proliferacién de las células musculares lisas.

Una vez descubierto este patréon asociado al envejecimiento, se quiso dilucidar cual es la causa
de la hiperplasia. Se midi6 el grosor de la pared de la aorta (fig. 17A) siendo mas gruesa en SAMPS. Se
midi6 el colageno de la pared arterial de aorta y femoral, no encontrandose diferencias entre ratones
control y envejecidos (fig. 17B). También se analiz6 el estado de las capas de elastina, no encontrandose
diferencias entre ratones control y envejecidos tampoco en este caso (fig. 17C). Por descarte, estos

resultados apuntan a las células musculares lisas de la pared vascular como causantes de la hiperplasia.

SAMR1 SAMPS

(A)

(B)

Figura 17. Evaluacién del estado de la pared de la aorta en ratones SAMR1 y SAMPS de 7-8 meses. Las fotografias son
representativas de cada grupo que se estudioé. A) La tincién de hematoxilina-eosina muestra que la pared de la aorta es mas
gruesa en ratones SAMPS8. B) La tincién de rojo picrosirio muestra que no existen diferencias en la cantidad de coliageno
en la pared de la aorta entre SAMR1 y SAMPS. C) la tincién tricrémica, que permite marcar las fibras de elastina, muestra
que no existen diferencias en el estado ni la cantidad de las fibras de fibras de elastina entre SAMR1 y SAMPS.
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Para averiguar si las células musculares lisas de la pared vascular son la causa de la hiperplasia, se
llevo a cabo la medicion la cantidad de proteina FSP-1 en la pared de aorta (fig. 18A). Esta proteina es
un marcador de proliferaciéon en células musculares lisas y se ha asociado a la formacién de capa
neointima que se encuentra asociada a ciertos procesos patoldgicos. Tanto la medicion por western-blot
como por inmunofluorescencia (fig. 18B) muestran que los ratones SAMPS tienen mas cantidad de
proteina FSP-1 que los ratones control en la pared arterial, sugeriendo que las células musculares lisas
de la pared arterial se encuentran en fenotipo proliferativo y que pueden ser las causantes de la

hiperplasia asociada al envejecimiento que se observé previamente.

. SAMR1 , ,_ SAMPS

FSP1 - -_— e

Lumen
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Figura 18. Medicion de FSP1, marcador de cambio de fenotipo de las células musculares lisas, en aorta de ratones SAMR1 y SAMPS de 7-8 meses.
A) Localizacién de FSP1 en corte transversal de aorta. Se puede apreciar como apena se detecta en SAMR1, mientras que existe una gran cantidad en
SAMPS. B) Cuantificacién de FSP1 en aorta por Western Blot, utilizando GADPH como control endégeno para la normalizaciéon. SAMPS tiene
mayor cantidad de FSP1, indicando que las células musculares lisas de SAMP8 cambian a un fenotipo proliferativo. Los graficos de batras representan
la media y error estandar de la media. Los valores de P comparativos se muestran por encima de los graficos de barras.
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4. Las células musculares lisas de la aorta son mas proliferativas en ratones SAMPS.

Para dilucidar si las células musculares lisas de la pared arterial tienen mayor capacidad
proliferativa en ratones envejecidos, se obtuvieron dichas células de la aorta de ratones SAMPS y
SAMRI1 y se llevé a cabo un experimento de proliferaciéon. El modelo elegido para medir la
proliferaciéon de las células musculares lisas fue el ensayo de herida (fig. 19A), y los resultados
demuestran que las células de los ratones envejecidos tienen una mayor capacidad proliferativa que las
de los animales control. Asi pues, las células musculares lisas de las arterias aorta y femoral son las

responsables de la hiperplasia asociada al envejecimiento que se observé previamente.
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Figura 19. Medicion de la capacidad de proliferacion de las células musculares lisas procedentes de aorta de SAMR1 y SAMPS8 de 7-8 meses. A) Ensayo
de herida in vitro. T-0 corresponde a la herida recién realizada. T-12h corresponde a la herida 12 horas tras ser realizada. Se llevaron a cabo mediciones en
un minimo de 6 réplicas independientes a 0, 3, 6, 12 y 24 horas tras la realizacion de la herida. Las microfotografias son representativas de los tiempos 0
horas y 12 horas. Las lineas blancas delimitan la herida. B) La cuantificacion, representada en una curva de crecimiento, muestra el ritmo al que se cierra la
herida. Las células musculares lisas procedentes de SAMPS llegan practicamente al 100% (herida completamente cerrada) al cabo de 24 horas, mostrando
un ritmo mayor de proliferacién que la células musculares lisas procedentes de SAMR1. Las barras representan el error estandar de la media. C) Medicion
del crecimiento de células musculares lisas procedentes de aorta de SAMR1 y SAMPS8 de 7-8 meses in vitro. El ensayo se basa en impedancia y se mide en
unidades arbitrarias (Cell Index). Las mediciones se llevaron a cabo de forma continua durante 48 horas en 6 réplicas independientes para cada grupo. En
peugeiio se muestra el drea bajo la curva del ensayo por impedancia. Se muestra como las células musculares lisas procedentes de SAMPS8 tienen mayor
capacidad de proliferacién. Las barras muestran la media y el error estindar de la media. D) Conteo de células mediante hemocitémetro. Se plantaron
cantidades iguales de células musculares lisas (2.5 x 10 células/cm?) y se contaron después de 7 dias de incubacién. El conteo se realizé mediante
hemocitémetro automatizado. En el grifico de crecimiento celular se muestra la relacién entre células contadas a los 7 dias de cultivo y las células
sembradas. Las células de SAMPS resultaron ser mas proliferativas.
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También se quiso comprobar este resultado por otras metodologias. Se utilizé una medicion de
la proliferacion de las células musculares lisas en tiempo real mediante impedancia (fig. 19B) y se validé
este resultado por conteo de células tradicional mediante camara de Neubauer (Fig. 19C). En ambos

casos SAMP8 mostré mas capacidad de proliferacién que SAMRI, de acuerdo con el resultado prévio.

5. La lesion de la pared vascular de la femoral produce una mayor hiperplasia en ratones

SAMPS.

SAMR1 SAMPS8
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Figura 20. Medicién de la hipertrofia de la pared de la arteria femoral un mes tras la lesién arterial. Las microfotografias de cortes transversales de
femoral son representativas de cada grupo. El grafico muestra el porcentaje de estenosis (disminucion del area de la luz del vaso) en un minimo de
6 mediciones independientes. Los grificos de barras representan la media y error estindar de la media. Los valores de P comparativos se muestran
por encima de los graficos de barras.

A la vista de los resultados obtenidos in vitro, se quiso ampliar el estudio in vivo y para ello se
eligio un modelo de denudaciéon de arteria femoral previamente validado en nuestro grupo®'**. Tras
sufrir una lesién de denudacién de la arteria femoral, tanto los ratones SAMR1 como los ratones
SAMPS desarrollan hiperplasia de la intima (fig. 20), que condiciona la estenosis de la luz del vaso. Se
observo que los ratones SAMPS8 desarrollan un mayor grado de hiperplasia que los ratones SAMRI.
Este resultado concuerda con los anteriores, demostrando que existe una mayor capacidad proliferativa

en las paredes vasculares de los animales envejecidos.
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6. La lesién de la arteria femoral causa una mayor activacién de la via AKT/mTOR en los

ratones SAMPS.

Con el objetivo de ahondar mas en las vias implicadas en las diferencias encontradas, se llevé a
cabo un array de la via AKT/mTOR, asi como de enzimas clave en inflamacién, apoptosis y

senescencia con muestras de las arterias que sufrieron el procedimiento de denudacion (fig. 21).

A este respecto, los resultados son controvertidos, pues hay un incremento de enzimas que
participan en la progresion de esta via, como AKT, PI3K y PDPKI1, pero también existe un incremento
de enzimas que regulan negativamente dicha via, como PTEN y AKT1S1. Asimismo, enzimas tan
importantes en la via AKT/mTOR, como son el propio mTOR y Rptor, no muestran cambios con el

envejecimiento.
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Figura 21. Cambios en la expresiéon de ARN mensajero en células musculares lisas procedentes de aorta de SAMP8 de 7-8 meses. Los ARNs se muestran
agrupados en conjuntos funcionales segin la via de sefializacién a la que pertenecen. Se llevaron a cabo un minimo de 6 réplicas independientes para cada
medicién. Los graficos de barras representan la media y error estindar de la media. * p>0.05 en comparacién con los valores de SAMR1.
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7. La inhibicién de la via AKT/mTOR es capaz de disminuir la capacidad proliferativa de las

células musculares lisas de SAMPS.

A continuacion se llevé a cabo un experimento de medicion de la proliferaciéon por impedancia
in vitro, en células musculares lisas de aorta de ratones SAMP8 y SAMRI1. En este experimento se
inhibieron enzimas clave en vias de proliferaciéon celular mediante el tratamiento con Wortmanina
(inhibidor PI3K, via AKT-mTOR) o con PD98059 (inhibidor de ERK, via de las MAPK) (fig. 22). Los
resultados muestran que la inhibicién de la via de AKT-mTOR disminuye la proliferacion celular en
ratones envejecidos, pero no produce cambios en ratones control. Por otro lado, la inhibiciéon de la via

de las MAPK produce una disminucién en la proliferacion tanto de ratones envejecidos como control.
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Figura 22. Efecto de 100nM de Wortmanina (inhibidor de PI3K, de la via AKT) y de 1 uM de PD98059 (inhibidor de ERK, de la via de las MAP
quinasas). En las curvas de crecimiento se puede apreciar el efecto de ambos inhibidores en el crecimiento de células musculares lisas procedentes de aorta
de SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses. Se midi6 el crecimiento de dichas células durante 48 horas en continuo mediante la medicién de la impedancia. En el
grafico se muestra el area bajo la curva de crecimiento. Las células de SAMP8 muestran una tasa de proliferacion basal mayor que las de SAMR1. La
inhibicién de la via de las MAP quinasas disminuye la proliferacién de SAMR1 y SAMPS, mientras que la inhibicién de la via de AKT disminuye solamente
la proliferacion de SAMPS. Se realizaron 6 réplicas para cada condicion experimental. Los graficos de barras representan la media y error estandar de la
media. *** p<0,001 en comparacién con los valores de SAMR1; ¢ p<0.01 en comparacién con las células no tratadas.
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8. La inhibicién de miR-21 disminuye la actividad de AKT y reduce la proliferacién de células
musculares lisas en SAMPS.

Para ahondar mas en los cambios que se producen en la regulaciéon del fenotipo y la
proliferacion de las células musculares lisas de la vasculatura, se llevé a cabo un analisis in silico de los
miRNA implicados (fig. 23 y 24). Los mejores candidatos relacionados con el envejecimiento, las vias
AKT/mTOR y el cambio de fenotipo de células musculares lisas, resultaron ser los miR-21, miR-221,

miR-222, miR-143 y miR-145.
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Figura 23. Red de micro ARN (miR) modificados (p>0.05) por la senescencia en aortas de ratén SAMPS en relacion a los valores expresados en SAMR1.
El tamafio del circulo es relativo al factor de cambio observado en la expresion de cada miR. El patrén y el grado del color en cada circulo son relativos a la
regulacion abajo (rojo) o para arriba (verde) en la expresiéon de miRs. La red se visualizé utilizando el software Cytoscape.
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De estos miRNA, miR-21, miR-221 y miR-222 se encuentran incrementados en ratones
SAMPS cuando los comparamos con SAMRI, mientras que miR-143 y miR-145 se encuentran

disminuidos (fig. 25).
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VSMC Pher

et-7a-5p
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Figura 24. Analisis de la sub-red de los micro ARN (miR) interconectados con los miRs cambiados en aortas de SAMP8 y comunes a las vias de
sefializacion (PI3K/Akt y mTOR) y los cambios de fenotipo de las células musculares lisas (VSMC), segun las bases de datos en mirPath v.3. El patron y el
grado del color en cada circulo son relativos a la regulacion abajo (rojo) o para artiba (verde) en la expresion de miRs. La sub-red interconexién de miR y el
diagrama Venn y Euler se visualiz6 utilizando el software Cytoscape.
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Figura 25. Diferencias en la expresion de miRs cuantificada en aortas de SAMR1 y SAMPS de 7-8 meses por qRT-PCR. La concentracién de miRs se
establecié en una curva de calibracién basada en cantidades conocidas de cDNA de células musculares lisas de ratén y expresado como nimero de copias
por ng de ARN total normalizado por el valor de Ct del control endégeno (ARN nuclear UG). Se realizaron 6 réplicas para cada condicién experimental.
Los graficos de barras representan la media y error estandar de la media. Los valores de P comparativos se muestran por encima de los graficos de barras.

Con el objetivo de comprobar si las diferencias en los miRNA son capaces de regular la
proliferacion de la células musculares lisas en cultivo, se llevé a cabo un experimento de proliferacion
por incorporaciéon de bromodeoxiuridina, incluyendo tratamiento con inhibidores de miRNA para
miR-21, miR-221 y miR-222, o con los miR-143 y miR-145 (fig. 26). De estos tratamientos, el que

genero diferencias fue el de antimiR-21, mostrando una disminucién significativa de la proliferacion de

las células musculares lisas procedentes de SAMPS8 en comparaciéon con las de SAMRI1.
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Figura 26. Cambios en la proliferacion de las células musculares lisas de aorta de SAMR1 y SAMPS de 7-8 meses
después del tratamiento con mimetico de miR o anti-miR. Las microfotografias muestran un ejemplo de
transfeccion de células musculares lisas con miR marcado con FITC. Se someti6 a las células a un tratamiento
contra miR-21 y miR-221/222, asi como un tratamiento con el mimetico de los miR-143/145. Se ha tratado un
grupo control de la transfeccién con una secuencia de miR aleatorios que no reconocen ningtin miR endégeno
(scramble — Scb). El tratamiento contra miR-21 es capaz de disminuir la capacidad de proliferaciéon en SAMPS,
mientras que el tratamiento con miR-143/145 incrementa la capacidad de proliferacion tanto en SAMR1 como en
SAMPS. El tratamiento contra miR-221/222 no muestra efecto alguno. Se realizaron 6 réplicas para cada condicion
experimental. Los graficos de barras representan la media y error estandar de la media. * p<0.05 en comparacién
con los valores de las células no tratadas (NT); p<<0.05 en comparacién con las células de SAMRI.

9. El tratamiento local in vivo mediante anti-miR-21 reduce la hiperplasia en SAMPS.

Para comprobar si estos hallazgos se reflejaban in vivo, se llevé a cabo un tratamiento local

mediante antimiR-21, antimiR-221, antimiR-222, miR-143 o miR-145 en ratones tras haber llevado a

cabo el mismo procedimiento de denudacién femoral realizado con anterioridad (fig. 14).

Los ratones que recibieron el tratamiento con antimiR-221 o antimiR-222 mostraron una

disminucion en la hiperplasia posterior a la denudaciéon femoral en SAMR1 asi como en SAMPS. Sin

embargo estos cambios no resultaron ser significativos.
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Los animales que recibieron tratamiento con miR-143 o miR-145 mostraron un crecimiento
exacerbado de la capa muscular de la arteria femoral en comparacién con los controles, siendo que
padecieron una mayor hiperplasia en respuesta a la denudacion de la femoral tanto en el caso de ratones
SAMR1 como SAMPS8. Asi como en el caso anterior, estos cambios tampoco resultaron ser
significativos.

Por dltimo, se llevé a cabo un tratamiento mediante antimiR-21. Dicho tratamiento no produjo
cambios en los ratones SAMR1, pero en ratones SAMP8 disminuyé de forma significativa la hiperplasia

producida por la denudacion.

Control Scramble miR-21 miR-221/222 miR-143/145

-1

-2

-3

Stenosis
(Log2 Fold Change)

Figura 27. Cambios en la proliferacién de las células musculares lisas de la arteria femoral de SAMR1 y SAMPS a los 7-8 meses de edad tras una lesién
después del tratamiento de la atrteria con mimeticos de miR o anti-miRs. Se llevaron a cabo tratamientos contra los miRs miR-21, miR-221/222 y miR-
143/145. Se ha tratado un grupo control de la transfeccion con una secuencia de miR aleatorios que no reconocen ningiin miR endégeno (scramble —
Scb). Las fotografias muestran cortes transversales de la arteria femoral representativos de los que se utilizaron en la medicién. En azul se muestran los
nucleos, marcados con DAPI. En verde se muestran las laminas de elastina, detectadas por autofluorescencia. En rojo se encuentra marcada la localizaciéon
del tratamiento con miR. Los miRs conjugados al FITC se han detectados con un anticuerpo primario anti-FITC y un anticuerpo secundario conjugado
con AlexaFluor-594 (rojo). El grafico muestra el cambio en la estenosis (disminucién de la luz del vaso) en SAMPS debidos a cada tratamiento. Se puede
apreciar como el Gnico tratamiento que produce cambios significativos es el tratamiento contra miR-21, disminuyendo la estenosis. Se realizaron 6 réplicas
para cada condicién experimental. Los graficos de barras representan la media y error estindar de la media. * p<0,05
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SUBPROYECTO 2

La disfuncién endotelial mediada por ciclooxigenasas durante el envejecimiento esta regulada por

angiotensina II de forma diferente en funcién del sexo.
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1. En ratones CD1 no se producen cambios hormonales entre los 3 y los 12 meses de edad.

Para poder afirmar que no se dan cambios hormonales con el envejecimiento que afecten a los

resultados en el modelo de estudio elegido, se llevé a cabo una medicion de la cantidad estradiol y

testosterona en suero de ratones de 3 meses de edad y de 12 meses de edad (Tabla 4). Tanto en machos

como en hembras, ni el estradiol ni la testosterona sufren cambios significativos al envejecer y por tanto

se puede decir que las variaciones en los niveles hormonales no afectan a los cambios observados en

cada sexo.

Tabla 4. Niveles de estradiol y testosterona en machos y hembras a los 3 y los 12 meses.

Machos Hembras

3 meses 12 meses 3 meses 12 meses
Estradiol N.D. N.D-- 221114 pg/mL 20,7 £ 1,7 pg/mL
Testosterona 45+t 11 ng/mL  |3,6£19ng/mL [0,11 £ 0,04 ng/mL 0,08 £ 0,03 ng/mL

Los valores expresan la media * error estandar de la media. N.D. significa que los valores no eran detectables.

2. En ratones CD1 el peso se incrementa con la edad.

También se midié el cambio en el peso de los ratones (Tabla 5). En machos el peso se

increment6 de forma significativa, y en hembras sucedié lo mismo. En ambas edades, tanto jovenes

como viejos, los machos siempre pesaban significativamente mas que las hembras.

Cabe anadir que el tratamiento con Losartan no modificé el peso corporal en ningin caso, y

que, una vez normalizado por el peso corporal, la cantidad de losartan consumido ha sido siempre la

misma en todos los ratones, a razén de 0,6 g/L en el agua.

71-




RESULTADOS

Tabla 5. Peso de machos y hembras a los 3, 7 y 12 meses de edad.

Machos Hembtas
3 meses 38.4+0.96g (33)*** 31.2£0.79g (33)
7 meses 45.0+0.82g (32)** 38.9+1.13¢g (34)
12 meses 53.941.10g (40) *#* 47.8+1.39 (37) g
Losartan 49.9%0.93¢ (24) 41.7£0.99g (23)

El grupo de Losattan recibié tratamiento con este firmaco desde los 3 a los 12 meses. Los valores expresan la media t error estindar de la media. Entre

paréntesis se indica el nimero de animales. * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001 en comparacién con las hembras.

3. El envejecimiento y el Losartin ejercen un efecto sobre la presién arterial

Siendo el incremento de peso un factor de riesgo cardiovascular que incrementa el riesgo de
sufrir hipertension, se midi6 la presion arterial de los ratones (Tabla 6). Cuando se compararon los
grupos sin tratamiento, no se encontraron diferencias en la presion arterial durante el envejecimiento ni
en machos ni en hembras, sin embargo si que se vieron diferencias en los grupos tratados con Losartan
de forma crénica de los 3 a los 12 meses de edad, cuya presion arterial disminuyé significativamente.
Esto sefal6 la ruta metabodlica de la angiotensina II como posible responsable de algunos de los
cambios durante el envejecimiento en este modelo, de acuerdo con bibliografia citada préviamente en la

introduccién, de modo que se evalud su papel en la contraccion adrtica mediante miografia.

Tabla 6. Presién arterial de machos y hembras a los 3 y los 12 meses de edad.

Machos Hembras
3 meses 51.5 £ 2.5 mmHg 49.9 £ 3.7 mmHg
12 meses 56.2 + 2.6 mmHg 53.7 £ 3.0 mmHg
Losartan 45.6 + 0.88 mmHg* 42.4.2 + 2.6 mmHg*

El grupo de Losartan recibié tratamiento con este fairmaco desde los 3 a los 12 meses. Los valores expresan la media £ error estindar de la media. * =

p<0,05 en comparacioén con los animales no tratados.

4. El sexo influye en los cambios en la contractilidad de la aorta durante el envejecimiento.
Tanto la edad como el sexo son factores que afectan a los cambios en la pared vascular, que

tienen como resultado diferencias en la capacidad contractil de los vasos, tanto de forma activa como

_72-




RESULTADOS

pasiva. Mediante miografia de la aorta toracica, la despolarizacion causada por cloruro de potasio (100
nM) sin ningin otro estimulo, nos muestra que la capacidad de contracciéon completa de la aorta es
significativamente mayor en machos que en hembras a todas las edades (fig. 28A). También nos muestra
que la capacidad de contraccién de este vaso incrementa de forma significativa con la edad tanto en
machos como en hembras, aunque los machos siempre mantienen una mayor capacidad de contraccién

a pesar de este incremento general.
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Figura 28. Influencia del sexo y la edad en la contraccién inducida por Angll (A) y vasodilatacion en respuesta a ACh (B) en aortas de ratones CD1. A)
Los graficos de barras representan la media * error estindar de la media de la contraccién maxima inducida por 100 mM de KCl (arriba) y el 4rea bajo la
curva de las contracciones en respuesta a Angll (abajo). B) Los graficos de batras representan la media + error estandar de la media del drea bajo la

curva de cada curva de concentracién-respuesta individual. Se llevaron a cabo de 6 a 10 experimentos (se muestra en cada barra) para cada punto de cada

curva,  * =p<0,05;** = p<0,01 ; ¥* = p<0,001
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5. La contraccién en respuesta a angionensina II incrementa con la edad y esti influenciada

por el sexo.

Para determinar el papel de posibles agonistas, se llevé a cabo una normalizacién mediante los
resultados obtenidos con la contraccién en respuesta a cloruro de potasio. Esta respuesta es causada
por la despolarizaciéon del musculo liso de la pared vascular independientemente de otras posibles

variables y muestra la capacidad total de contraccién del vaso.

La miografia que mide la respuesta normalizada causada por angiontensina II (fig. 28A), mostrd
un incremento de la contraccién tanto en machos como en hembras comparando los ratones de 3
meses de edad con los de 12 meses de edad, aunque este incremento fué significativamente mayor en
machos, siendo que los machos de 12 meses de edad muestran de forma significativa una mayor

contraccion en respuesta a angiontesina II que las hembras de sus misma edad.

6. Las hembras mantienen una mayor capacidad de relajacién de la aorta incluso a los 12

meses.

Para medir el papel del endotelio en la relajaciéon de estas aortas, se las sometié a una
precontraccion en respuesta a fenilefrina (como control positivo de contraccion en la aorta), y se llevé a
cabo una posterior relajacién en respuesta a acetilcolina (fig. 28B), que produce una relajacién del vaso
dependiente de endotelio. Esto mostrd que, a los 3 meses de edad, no existen diferencias entre machos
y hembras, pero a los 12 meses de edad los machos pierden mucha capacidad de relajaciéon en la aorta,

siendo significativamente menor que la de las hembras de su misma edad.

Para asegurarnos de que se trataba de una respuesta vinculada al endotelio, se llevé a cabo la
misma prueba utilizando nitroprusiato en lugar de fenilefrina, que actia como donador de 6xido nitrico
y por tanto lleva cabo una relajaciéon del vaso independiente del endotelio. Esta prueba no mostrd
diferencia alguna entre grupos, demostrando el papel del endotelio en las diferencias encontradas en la

relajacion de la aorta.
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7. A los 12 meses, los machos presentan evidencias de disfuncién endotelial.

De forma interesante se encontrd que, en machos de 12 meses, habia una respuesta bifasica a la
acetilcolina, siendo que producia una relajaciéon a bajas concentraciones, mientras que producia una

contraccion a altas concentraciones. Esto es una respuesta propia de un endotelio disfuncional.

8. A los 12 meses el receptor de angiotensina II AT2 disminuye solamente en machos, sin

embargo esto es prevenido por el tratamiento con Losartan.
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resultados sugieren que un cambio en la Figura 29. Expresion de los ARN mensajeros de componentes clave del

SRA: 1) Enzima convertidora de Ang (ACE), 2) receptor de Angll del
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subunidad ribosomal 18S como control endégeno. Los datos representan
diferencias observadas previamente. la media * error estindar de la media de 6 a 8 experimentos

independientes en ratones de 3 a 12 meses de edad y ratones de 12 meses
Para obtener un mayor detalle de las rutas o A
de edad a los que se administré un tratamiento con Losartan de los 3 a

metabodlicas  implicadas en los  cambios  los12meses deedad. * = p<0,05 5 ** = p<0,01 ; *** = p<0,001

_75-



RESULTADOS

observados, se llevé a cabo miograffas en que se inhibieron la vias del 6xido nitrico y de las

ciclooxigenasas.

9. La sintasa de 6xido nitrico es fundamental en la relajacién de la aorta.

La inhibicién de la sintasa de 6xido nitrico mediante L-nitroarginin metil éster (L-NAME)
frustré la relajacion en respuesta a acetilcolina en todos los grupos, por tanto la sintasa de 6xido nitrico

tiene un papel fundamental independientemente del sexo y la edad en la relajacion de la aorta (fig. 32A).
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Figura 30. Rol de las COX en la relajacion inducida por ACh. Se muestran las curvas de concentracién-efecto en aortas de
hembras (A) y machos (B) de ratones CD1. Las aortas se trataron con 10 uM de Indometaciona (inhibidor no selectivo de
COX). Las graficas de barras muestran la media * error estindar de la media del 4rea bajo la curva en hembras (C) y

machos (D). Se llevaron a cabo de 6 a 10 experimentos individuales para cada experimento, tal como se muestra en cada

barra. * = p<0,05
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10. La inhibicién de las ciclooxigenasas mejora la vasodilatacién en machos de 12 meses.

La inhibicién de las ciclooxigenasas mediante indometacina (fig. 30) no mejora la vasodilatacion

respuesta a acetilcolina en hembras a ninguna edad (fig. 30A y 30C), pero si que lo hace en machos de

12 meses, siendo esta una diferencia dependiente del sexo con el envejecimiento (fig. 30B y 30D).

11. La via de la angiotensina es responsable
de la peor relajaciéon de los machos a los 12

meses.

Para medir la contribucién de los cambios
observados en la via de la angiotensina II se
realiz6 una prueba de relajaciéon en respuesta a
acetilcolina de nuevo en animales tratados de
forma crénica con Losartan (fig. 31). El
tratamiento no afect6 a la relajacién en hembras
de ninguna edad (fig. 31A), pero si que fue capaz
de prevenir los efectos vistos en los machos de 12
meses (fig. 31B), siendo asi que el tratamiento
con Losartan hizo que los machos tratados desde
los 3 a los 12 meses tuvieron la misma respuesta
que los machos de 3 meses. Por tanto, este
diferencia en el

resultado muestra otra

envejecimiento vinculada al sexo.
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Figura 31. Papel de la Angll en la vasodilatacién en respuesta a ACh. Se
muestra la relajacién en respuesta a ACh en aortas de hembras (A) y machos
(B) de ratones CD1 sin tratar y de ratones que han recibido un tratamiento
profilictico con Losartan. Las graficas de barras muestran la media £ error
estandar de la media del area bajo la curva (C). Se llevaron a cabo de 6 a 10
experimentos individuales para cada experimento, tal como se muestra en

cada barra. * = p<0,05
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Figura 32. Rol de la NOS en las contracciones inducidas por la Angll. Se evalu6 el papel de la NOS mediante el tratamiento con su inhibidor IL-NAME
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12. El 6xido nitrico tiene menos actividad vasorelajadora en machos de 12 meses.

Al tener la edad un efecto negativo en la producciéon de 6xido nitrico en la vasculatura, se llevo
a cabo una miograffa para averiguar el papel del 6xido nitrico en la contraccién en respuesta a

angiotensina II (fig. 32A).

El inhibidor de la produccion de éxido nitrico L-NAME es capaz de incrementar la capacidad
contractil en respuesta a angiotensina II tanto en machos como en hembras. Sin embargo, este
incremento fue menor en machos de 12 meses que en el resto de grupos, indicando que el 6xido nitrico
tiene un papel menos importante en machos envejecidos. Por tanto, la actividad vasorelajadora del

oxido nitrico se da menos en machos envejecidos que en el resto de grupos.

13. Los machos de 12 meses expresan menos eNOS.

El descubrimiento anterior muestra otra diferencia en el envejecimiento vinculada al sexo, y
para averiguar mas sobre ello se llevé a cabo una medicién de la cantidad de d6xido nitrico sintasa
endotelial en la pared del vaso (fig. 32B). Este experimento mostré que la expresion de esta proteina
disminuye en machos de 12 meses, mientras que en el resto de grupos se mantiene estable, en

concordancia con los resultados anteriores.

También se realizé6 una medicién de la cantidad de sintasa de oxido nitrico endotelial
fosforilada, esto es, activa (fig. 32B). El resultado muestra que la proporcion de proteina fosforilada con
respecto a la total se mantiene igual en todos los grupos, sugeriendo que las diferencias encontradas se
deben a diferencias en la expresion de esta enzima mas que en su activacion. Curiosamente, el
tratamiento cronico con Losartan no es capaz de prevenir este cambio en la expresion de la sintasa de

oxido nitrico endotelial (fig. 32B).

14. La via de la angiotensina II causa una mayor activacién de COX1 y COX2 en machos de

doce meses.

Las alteraciones en la expresién y actividad de ciclooxigenasas también se han vinculado al
proceso de envejecimiento vascular, por lo que se midi6 su expresion y actividad en las aortas

estudiadas.
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Figura 33. Influencia del sexo, la edad y la AngllI en la actividad y expresion de las COX en aorta. A) Seguimiento de la actividad de la COX1 durante el tiempo;
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B) Seguimiento de la actividad de la COX2 durante el tiempo. Las graficas de barras muestran la media £ error estindar de la media del area bajo la curva para la
actividad de COX1 (C) y de COX2 (D). E) Expresion de proteina y ARN mensajero de COX1 ; F) Expresiéon de proteina y ARN mensajero de COX2; los
valores se normalizaron utilizando GAPDH como control endégeno para la proteina y la subunidad ribosomal 18S para el ARN mensajero. Se llevaron a cabo de

6 2 10 experimentos individuales para cada experimento. * = p<0,05
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Se descubrié que la edad incrementa la actividad de la ciclooxigenasa 1 y 2 tanto en machos
como en hembras (fig.33A-D). Por otro lado, la actividad de estas enzimas muestra diferencias entre
machos y hembras con el envejecimiento. Asi, los machos de 12 meses muestran el doble de actividad
de ambas ciclooxigenasas cuando lo comparamos con las hembras de la misma edad. Esta diferencia en
el incremento de actividad hace mas importante las pequefas diferencias encontradas entre machos y
hembras en el incremento de la expresion de las ciclooxigenasas (fig. 33E y 33F), pues si tanto machos
como hembras muestran un incremento en su expresion, los machos muestran una mayor expresion a
los 12 meses. En todos los casos el tratamiento cronico con Losartan es capaz de prevenir estos
cambios, sugeriendo que se encuentran vinculados a la via de la angiontensina II. La capacidad del
Losartan de prevenir estos cambios se ve de forma significativa en todos los casos, excepto en la
ciclooxigenasa 1 en los machos, cuya disminucién en expresion y actividad gracias al tratamiento con

Losartan es tan solo una tendencia.

También se midi6 la cantidad de las enzimas PGI2 sintasa y TXAZ2 sintasa, no encontraindose

cambios en ningun caso.

15. El estimulo mediante acetilcolina inctementa las prostaglandinas vasodilatadoras en

hembras y vasoconstrictoras en machos.

Se midi6é también la cantidad de diversas prostaciclinas y tromboxanos (Tabla 7). Se encontrd
que, tras el estimulo con acetilcolina en aortas de hembras de 12 meses el incremento de la actividad y
expresion de las ciclooxigenasas favorece un incremento de la prostaglandina PGI2 con actividad
vasodilatadora sobre las prostaglandinas y tromboxanos vasoconstrictores PGF2a y TXA2. Sin
embargo en machos este caso no se da, y no hay cambios en PGI2 ni en TXA2, mientras que

incrementa la cantidad de prostaglandina vasoconstrictora PGF2a.
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Tabla 7. Niveles de prostanoides después de la curva de concentracién-efecto a la ACh.

pg/mL Machos Hembras

3 meses 12 meses Losattan 3 meses 12 meses Losattan
6-keto

512,0 £ 1445 |6114 £ 63,4 |111,6 £ 116,6* |552,8 £ 120,4 |1062,9 = 81,2*% |904 + 97,6
PGF-1«
TXB2 11,05+ 1,16 12,36+ 0,89 |12,12+ 098 |7,82+ 1,44 872+ 142 |7,72+ 1,84
PGF2a 651,5+ 53,9 |883,5 * 72,2% |356,9 + 36,4* |681,9 £105,5 |532,0+ 759 4844+ 491

Los valores representan la media T el error estandar. ¥p<0,05 contra ratones de 3 meses del mismo sexo. ap<0,05 contra ratones de 12 meses del mismo

SEXO0.

16. La via de la angiotensina II actia de forma diferente en machos y hembras durante el

envejecimiento y es responsable de los efectos perjudiciales observados en machos.

En células vasculares, se sabe que las ciclooxigenasas son un medidador de dafio vascular por

parte de angiontesina II, asi pues, se llevé a cabo las mismas mediciones para productos de

ciclooxigenasas en los animales que recibieron tratamiento créonico con Losartan (Tabla 7).

El tratamiento con Losartan mostré un incremento de la prostaglandina vasodilatadora PGI2
tras el estimulo con acetilcolina con respecto a los machos de 12 meses, equiparando estos resultados a
los resultados encontrados en hembras de 12 meses. También se encontré una disminucion de la

prostaciclina vasoconstrictora PGF2a. No se encontraron cambios en las hembras, sugeriendo una

diferencia entre machos y hembras en la via de la angiotensina II durante el envejecimiento.
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SUBPROYECTO 3

Diferencias asociadas al sexo en el remodelado durante el envejecimiento vascular: el rol del sistema

renina-angiotensina
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1. Al envejecer, la aorta sufre una hiperplasia causada por la via de la angiotensina II que se

da a diferente ritmo en machos y hembras.

Tras encontrar estos cambios causados por el envejecimiento en la fisiologia de la aorta, quisimos

averiguar si se correspondian con cambios en su anatomia.

Se descubrié que la aorta se vuelve mas gruesa con la edad, tanto en machos como en hembras.
A los 3 meses machos y hembras presentan un grosor similar, sin embargo en los machos la aorta
incrementa su grosor antes, ya que a los 7 meses ya tienen una aorta del mismo grosor que a los 12
meses, mientras que las hembras sufren este proceso de forma mas gradual, siendo que presentan
aortas de grosor intermedio entre los 3 y los 12 meses a los 7 meses, y no alcanzan el nivel de los

machos hasta los 12 meses (fig. 34A y 34B).

El tratamiento con Losartan previene el proceso de engrosamiento de la aorta tanto en machos
como en hembras, permanienciendo esta del mismo tamafio que a los 3 meses a la edad de 12 meses

tras 9 meses de tratamiento (fig. 34D)
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Figura 34. A) Microfotografias de cortes transversales de la pared de la aorta tefidas mediante hematoxilina-cosina y representativas de cada grupo. Se
evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, asi como ratones a los que se administré Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. B) Grosor de la pared de la
aorta obtenido a partir de la medicién de su perimetro interno y externo. C) Area de la luz de la aorta obtenida a partir de la medicién del perimetro
interno de la pared de la aorta D) Efecto del tratamiento crénico con Losartan en el grosor de la pared de la aorta. Se llevaron a cabo de 6 a 10

mediciones individuales en cada caso. Las graficas de barras muestran la media * error estindar de la media * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
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Cabe mencionar que esta hiperplasia de la pared de la aorta se produce por un crecimiento de la
capa intermedia hacia afuera de la luz del vaso, pues el area de la luz del vaso permanece invariable a

todas las edades (fig. 34C).
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Figura 35. A) Microfotografias bajo luz polarizada de cortes transversales de la pared de la aorta tefiidas mediante rojo
picrosirio y representativas de cada grupo. Se evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, asi como ratones a los que se
administré Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. Cuantificaciéon de colageno maduro (B) y de nueva formacién (C)
en la pared de la aorta. Efecto del Losartan en la cantidad de coligeno maduro (D) y de nueva formacién (E) en la pared
de la aorta. Se llevaron a cabo de 6 a 10 mediciones individuales en cada caso. Los valores utilizados (Mean Gray Value)

son arbitrarios. Las graficas de barras muestran la media * error estindar de la media * = p<t0,05 ; ** = p<0,01
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2. Existe un mismo patrén para la fibrosis en la aorta durante el envejecimiento.

Tras descubrir estos patrones de hiperplasia en la aorta, diferentes en machos y hembras,
quisimos ver si existe algin proceso de fibrosis en la aorta que relacionado con ello. Por tanto se midié
la cantidad de colageno, tanto de nueva formacién como coliageno ya consolidado, en las aortas de

machos y hembras a diferentes edades (fig. 35A).

Esto mostré que, partiendo ambos sexos de un nivel similar a los 3 meses, los machos
presentan un incremento significativo de la fibrosis ya a los 7 meses y que permanencen iguales a los
12 meses. Por otro lado, las hembras solo muestran una tendencia no significativa de incremento de la
cantidad de fibras de colageno en la aorta. Esto se reproduce tanto en fibras de colageno de nueva

formacién como en las ya consolidadas. (fig. 35B y 35C).

El tratamiento crénico con Losartan previene los cambios antes mencionados, permanenciendo
las aortas de los animales tratados de forma crénica con una cantidad de fibra de colageno similar a la

que se encuentra a los 3 meses (fig. 35D y 35E).

As{ pues, tanto la hiperplasia como la acumulaciéon de fibra de colageno en la aorta siguen el
mismo patrén de envejecimiento dependiente del sexo, en el cual los machos sufren estos cambios de
forma brusca y temprana, mientras las hembras los sufren de forma gradual y mas tardia. Ademas se
puede decir que estos cambios estan causados por la via de la angiotensina II, pues el bloqueo de los

receptores de angiotensina II previene estos cambios.

3. El estrés oxidativo incrementa con la edad de forma independiente a la via de la

angiotensina II, pero con un ritmo diferente en machos y hembras.

Siendo la via de la angiontesina II una ruta metabdlica implicada en la produccién del estrés
oxidativo, quisimos ver si las diferencias encontradas en esta via tanto, anatébmicas como fisiologicas,

también se corresponden a diferencias en el estrés oxidativo de la aorta.

Se midi6 el nivel de estrés oxidativo de la aorta a diferentes edades en machos y hembras (fig.
36A), y se encontré el mismo patrén asociado al envejecimiento y dependiente del sexo visto en
resultados anteriores. A los 3 meses machos y hembras tienen un nivel similar de estrés oxidativo, pero
los machos sufren un brusco incremento del nivel de estrés oxidativo a los 7 meses y este se mantiene
estable a los 12 meses, mientras que las hembras no sufren un incremento de estrés oxidativo en la

aorta hasta los 12 meses (fig. 36C).
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Figura 36. A) Microfotografias de cortes transversales de la pared de la aorta representativas de cada grupo. Se evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, asi
como ratones a los que se administré Losartan. B) Medicion del estrés oxidativo en pared de aorta en la que se ha inhibido la NADPHox mediante el
tratamiento con Apocinina. C) Las graficas de barras muestran la cuantificacién del estrés oxidativo en ratones machos y hembras de 3, 7 y 12 meses de edad.
D) Efecto del tratamiento cfonico con Losartan en el estrés oxidativo. Efecto de la inhibicién de la NADPHox mediante la Apocinina en el estrés oxidativo
en aorta de hembras (BE) y de machos (F), respectivamente. G) Proporcién del cambio del estrés oxidativo a causa de la inhibiciéon de la NADPHox. Se

llevaron a cabo 6-10 expetimentos. Las grificas de barras muestran la media T error estandar de la media * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
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Sorprendentemente, el tratamiento con Losartan no previene estos cambios asociados al
envejecimiento, por lo que este resultado sugiere que a via de la angiontesina II no es la responsable de

estos resultados, a pesar de la similitud del patrén observado (fig. 36D).

4. La NAD(P)H oxidasa es la enzima responsable de producir el incremento de estrés

oxidativo durante el envejecimiento.

A la luz de los resultados anteriores, quisimos averiguar que ruta metabolica esta implicada en
los cambios observados en el estrés oxidativo, de modo que llevamos a cabo una inhibicién de la
enzima NAD(P)H oxidasa mediante Apocinina para ver si esto modificaba la produccién de éxido

nitrico en la aorta a diferentes edades (fig. 36B).

El resultado de este experimento muestra que la inhibiciéon de la NAD(P)H oxidasa de forma
aguda es capaz de revertir la capacidad de la aorta de producir estrés oxidativo a niveles equivalentes a
los encontrados en animales de 3 meses, tanto en machos como en hembras a todas las edades (fig. 30E
y 36F). Asi, en machos de 7 meses se revierte el incremento significativo que se encontrd previamente,
mientras que en hembras no se da el caso, pues no hay incremento a esta edad y los niveles de estrés
oxidativo permanecen invariables. Lo mismo sucede a los 12 meses, edad a la que tanto machos como
hembras muestran un significativo incremento del estrés oxidativo cuando los comparamos con
animales de 3 meses del mismo sexo. El tratamiento agudo con Apocinina logra que a los 12 meses,
tanto machos como hembras, reduzcan los niveles de estrés oxidativo producido por la aorta a niveles

similares a los encontrados a los 3 meses de edad.
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5. El TNFa no es responsable directo del patrén de actividad de la NAD(P)H oxidasa.

Siendo la enzima NAD(P)H oxidasa la responsable de los cambios observados en la produccion
de estrés oxidativo a diferentes edades, incluyendo las diferencias encontradas entre machos y hembras,
quisimos averiguar mediante qué via metabodlica se lleva a cambio este cambio en la enzima NAD(P)H

oxidasa.

Por ello se repitié el mismo experimento, esta vez llevando a cabo una inhibicién aguda de

TNFo (fig. 37B).

Sorprendentemente, la inhibiciéon aguda de TNFa solamente disminuye la produccion de estrés
oxidativo en la aorta a los 7 meses en machos, permaneciendo el resto de grupos igual a los controles
(fig. 37C y 37D).

As{ pues, quisimos averiguar si los niveles de traduccién y transcripcion de TNFa varfan con la
edad en machos y hembras, pues un cambio continuado en el tiempo podria explicar los cambios mejor

que la informacién que obtuvimos mediante inhibicién aguda.

Midiendo la cantidad de ARN mensajero de TNFa, no se detectaron diferencias entre sexo,

pero se vio una tendencia a incrementar la transcripciéon de TNFa con el envejecimiento (fig. 37F).

Si que se detectaron diferencias en la expresion de TNFa en la pared arterial, teniendo estas
diferencias el mismo patrén de cambio observado en la produccién de estrés oxidativo en la aorta, lo

que sugiere que TNFo estd implicada en este proceso (fig. 37G).

La expresion de TNFa se incrementa con la edad en ambos sexos, pero en machos este
incremento es mas temprano, siendo significativo a los 7 meses y permaneciendo igual a los 12 meses,
mientras en hembras este incremento significativo se produce mas tardiamente, a los 12 meses, cuando

alcanzan el nivel de expresién de TNFa de los machos.

Para dilucidar el contexto metabdlico de estos cambios y encontrar una explicacién coherente
que los explicase, llevamos a cabo un estudio exhaustivo de diversas vias metabodlicas que se sabe que

estan relacionadas con la proliferacion, la produccion de estrés oxidativo y con TNFa.
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Figura 37. Medicion del estrés oxidativo en cortes transversales de pared de aorta. A) Microfotografias de cortes transversales de la pared de la aorta representativas de
cada grupo. Se evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, asi como ratones a los que se administré Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. B) Medicion del estrés
oxidativo en cortes transversales de pared de aorta en la que se ha inhibido la TNFa mediante el tratamiento con R-7050. Efecto de la inhibicién de la TNFu en el estrés
oxidativo en corte transversal de aorta de hembras (C) y de machos (D), respectivamente. E) Proporcién del cambio (en logaritmo de base 2) del estrés oxidativo a causa
de la inhibicién de TNFa. F) Cuantificacién del ARN mensajero de TNFu en aorta; G) Cuantificacién de la proteina de TNFo en aorta. Se llevaron a cabo de 6 a 10

mediciones individuales en cada caso. Las grificas de barras muestran la media * error estindar de la media * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
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6. La transcripcién de RAS sigue el mismo patrén que la hiperplasia durante el

envejecimiento.

Mediante PCR encontramos que la enzima Hras incrementa su transcripcion con el
envejecimiento, siguiendo el mismo patréon encontrado en la hipertréfia y fibrosis de la aorta (fig. 38).
Esto es, a los 3 meses de edad ambos sexos tienen niveles similares de transcripcion de Hras, pero los
machos sufren un incremento en la trancripcién mas temprana y brusca, a los 7 meses de edad, y estos
niveles se mantienen a los 12 meses. La hembras, en cambio, sufren un cambio mas gradual en la
transcripcion de esta enzima, y solamente se da un incremento significativo a los 12 meses, cuando

igualan los niveles vistos en machos ya a los 7 meses.

De la misma forma que se observé previamente en hipertréfia y fibrosis de la aorta, el
tratamiento crénico con Losartan previene estos cambios, permaneciendo los animales de ambos sexos

en el mismo nivel que encontramos a los 3 meses.

Siendo la enzima Hras de vital importancia en rutas metabdlicas de proliferacion, esto sugiere

que este cambio es responsable de los resultados encontrados en hiperplasia y fibrosis.
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Figura 38. Cuantificacién del ARN mensajero de Hras en aorta de ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, asi como
ratones a los que se administré Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. Se utilizé como control endégeno la
subunidad ribosomal 18S. Las gréficas de barras muestran la media £ error estindar de la media * = p<0,05; 8 =

p<0,05 comparando con ratones de 12 meses de edad.
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7. La via AKT/mTOR vy la influencia que la via de la angiotensina II tiene sobre ella explican

los diferentes patrones de hiperplasia en machos y hembras al envejecet.

Asimismo, detectamos diferencias en la via metabolica AKT-mTOR (fig. 39A y 39B). Tanto
machos como hembras sufren un incremento significativo en la trasncripcion de AKT1, AKT2, Rptor y
AKT1S81 con el envejecimiento. Todas estas enzimas se encuentran en relacionadas con la regulacion de
la proliferacién, crecimiento celular, produccion de ribosomas y metabolismo mitocondrial entre otros.
El incremento encontrado es igual en machos y hembras. Sin embargo solamente en hembras se ha
visto un incremento significativo de PTEN, una enzima que regula negativamente a mTOR y por tanto

actua como un freno de esta via.

AKT-mTOR pathway
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Figura 39. Cuantificacion del ARN mensajero de enzimas de la via AKT/mTOR en aorta de machos (A) y hembras (B) de ratones CD1 de 3, 7 y 12
meses, asi como ratones a los que se administré Losartan (C) de los 3 a los 12 meses de edad. Se utiliz6 como control endégeno la subunidad ribosomal

18S. Las graficas de barras muestran la media £ etror estindar de la media * = p<0,05

También se encontré que, de forma interesante, el efecto del tratamiento crénico de Losartan
actia de forma diferente en la regulacion de esta via metabdlica en machos y hembras, sugierendo una
importante implicaciéon de la angiotensina Il en esta via (fig 39C). El hecho que el tratamiento con
Losartan tenga un efecto diferente dependiendo del sexo concuerda con los resultados previamente

mostrados y proporciona una base tedrica acerca de por qué existen estas diferencias.
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El tratamiento crénico con Losartan no produce en machos cambios en la transcripcion de
AKT1 ni AKT2, sin embargo en hembras conlleva una disminucion significativa en ambos casos. En
PTEN, el tnico caso en que hay diferencias asociadas al sexo y al envejecimiento, no se detectan
cambios con el tratamiento de Losartan, sugeriendo que es una diferencia entre machos y hembras
independiente de la via de la angiontesina II, y que se trata de una diferencia muy consolidada. En el
caso de Rptor y AKT1S1, ambos reguladores negativos de la via AKT-mTOR, se ven cambios opuestos
en machos y hembras. En machos se produce un incremento significativo de ambos a causa del
tratamiento con Losartan, mientras que en hembras se produce una disminucion significativa en ambos

Casos.

Estos resultados demuestran que las respuestas a los eventos que se producen durante el
envejecimiento son diferentes en machos y hembras, es decir que hay una regulaciéon diferente del

proceso del envejecimiento vascular en machos y hembras.

El tratamiento con Losartan arroja luz sobre este hecho al verse que, tras llevarse a cabo, los
machos sufren un incremento de la transcripciéon de las enzimas que regulan negativamente vias de
proliferaciéon, crecimiento celular, etc. Las hembras, por otro lado, disminuyen la transcripcién de las
enzimas que regulan positivamente estas vias. Esto son, por tanto, dos aproximaciones opuestas al
mismo estimulo: al llevarse a cabo el tratamiento con Losartan en los machos se incrementan aquellos
factores que frenan los cambios metabodlicos asociados al envejecimiento vascular, mientras que en las

hembras se reducen aquellos factores que empeoran con el envejecimiento vascular.

As{ pues, esto sugiere que la via de la angiontesina II esta promoviendo el envejecimiento
vascular de forma diferente en machos y hembras. En machos esta via disminuye la capacidad para
regular negativamente las vias que se exacerban con el envejecimiento vacular, y en hembras incrementa
la actividad de estas vias mediante la regulaciéon positiva de las enzimas responsables de su

funcionamiento.
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“Time spent atguing is, oddly enough, almost never wasted.”

Christopher Hitchens
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En esta tesis hemos tratado de determinar los mecanismos asociados con la disfuncién y el
remodelado vascular en etapas tempranas de la senescencia. Para ello, se utiliz6 el modelo murino de
senescencia acelerada (en inglés Senescence Accelerated Mice - SAM), que ha sido establecido por
nuestro grupo y otros como un modelo adecuado para estudiar los efectos de la senescencia vascular
espontinea en un periodo de tiempo conveniente y estaindar*>*'***?% Los ratones SAM se estudiaron a
los 7-8 meses de edad, en base a estudios previos de nuestro grupo demostrando que a los 7 meses los
ratones propensos a la senescencia acelerada (SAMPS), pero no los resistentes a la senescencia
acelerada (SAMR1), empiezan a manifestar signos de senescencia vascular™**'**2% En los analisis para
biomarcadores de senescencia, como la expresiéon de la proteina supresora de tumores 53 (p53) y
actividad de la [-galactosidasa (B-gal), se encontré que las aortas de SAMPS en la edad estudiada
presentan aumento de la expresion de p53. Ademas, estas arterias exhiben zonas con un mayor nivel de
actividad de B-gal, de acuerdo con estudios previos™***. Lo mismo pasa con las células musculares lisas
aisladas de la aorta. Estos resultados indican la presencia de senescencia celular en parte del tejido
vascular, pero no en toda la arteria, indicando un principio del proceso de senescencia en la edad

estudiada.

La senescencia vascular se considera un proceso perjudicial que conduce a una remodelacién
gradual de la pared del vaso, que a su vez lleva al desarrollo de enfermedades cardiovasculares*’. En
este estudio se observo que el grosor de la pared vascular de la aorta y la arteria femoral en ratones
SAM se incrementa con el envejecimiento sin modificar el diametro del lumen, es decir que
observamos un inicio de remodelado hipertréfico externo. Este resultado esta ampliamente validado en
la bibliografia en diversos modelos animales y en humanos, respaldando nuestro modelo de

envejecimiento"

Estudios de nuestro grupo y otros investigadores han demostrado que esta hipertrofia se debe a
la proliferaciéon y migracion de las células musculares lisas, pero que tanto el colageno como la elastina
mantienen su proporcion inalterada en la pared arterial debido a un equilibrio entre su sintesis y su

215,231

degradacion®>*'. Por otro lado, otros investigadores han demostrado que si existen cambios en

diversos componentes estructurales de la pared arterial con el envejecimiento, entre ellos el colageno y
la elastina en modelos de ratén con envejecimiento cronolégico™ o con senescencia acelerada™’,; pero
se debe tener en cuenta que esto es debido a que el rango de edad a que se obtienen estos resultados es
mucho mas avanzado, 20-24 meses para ratones con envejecimiento cronolégico y 10-12 meses en
ratones con senescencia acelerada SAMP11. También se ha demostrado que hay una desorganizacion y

disminuciéon de la elastina y un incremento de la deposiciéon de colageno en ratas de 30 meses y en

primates de 20 afios de edad”***. No obstante, no se han encontrado cambios en el contenido de
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colageno y la estructura de la elastina, de modo que planteamos la hipétesis de que, en esta fase de la
senescencia vascular, la hipertrofia se caracteriza por una mayor proliferacion de las células musculares

lisas.

Para confirmar nuestra hipotesis, realizamos una serie de protocolos experimentales in vitro e in
vivo para caracterizar el potencial proliferativo de las células musculares lisas de las arterias de los
animales con senescencia. En tres ensayos distintos (analisis de la tasa de crecimiento celular, ensayo de
crecimiento basado en impedancia y ensayo de herida) demostramos que las células musculares lisas
aisladas de aorta de ratones SAMPS tienen una mayor tasa de proliferacion que las células musculares
lisas aisladas de SAMRI. Este resultado también se encuentra respaldado en la bibliograffa, al ser mas
proliferativas las células musculares lisas de la pared vascular a medida que se envejece, y se encuentra

54,57,61

en diversos modelos animales y en humanos . Por otro lado, el modelo de lesién de la arteria

femoral en ratén ha sido ampliamente utilizado por nuestro grupo y por otros investigadores y se ha
establecido como un modelo que permite evaluar la proliferacion en la pared arterial in vivo >,
Realizando este procedimiento demostramos que los ratones SAMPS8 desarrollan una mayor hipertrofia
de la pared vascular tras la lesion, de acuerdo con los resultados anteriores en que demostramos que las
células musculares lisas de la pared vascular son mas proliferativas en SAMP8. Asimismo, este resultado
también esta de acuerdo con los articulos encontrados en la bibliografia, en que las paredes arteriales

desarrollan mas hipertrofia de la capa media al envejecer®>?'%222%,

Con el objetivo de averiguar que vias metabdlicas estaban implicadas en los resultados previos,
se llevé a cabo un experimento medicion de la proliferacion en células musculares lisas de aorta de
SAMPS8 y SAMRI. Se inhibieron enzimas de vias de proliferaciéon celular que crefamos que estaban
implicadas en los resultados obtenidos mediante el tratamiento con Wortmanina (inhibidor PI3K, via
AKT-mTOR) o con PD98059 (inhibidor de ERK, via de las MAPK). Se eligieron estas vias debido a

que ambas son de alta importancia en la migracion y la proliferacion®>**.

La via de las MAPK controla diversos procesos, entre ellos la transcripcion, el

242,243

metabolismo, la movilidad, la proliferacion y la apoptosis y se ha descrito que la activaciéon de las

% En nuestro estudio, la inhibicién de la via de las

MAPK se da en la hipertrofia de la capa media
MAPK provoca una disminucion de la capacidad de proliferaciéon tanto en SAMR1 como en SAMPS.
Una explicacion posible para este resultado es que otros estudios han demostrado que la activacion de
la via de las MAPK se encuentra activada durante el envejecimiento por una mirfada de factores®*, entre
ellos las ROS, factores de inflamacion, el SRA y factores de crecimiento™’ ', A esto hay que afiadir que

la via de las MAPK es una via intrinsecamente compleja, dado que dentro de ella podemos considerar

que existen diversas vias metabdlicas de transduccion de senales que se relacionan, incluyendo la via de
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ERK, la via de JNK y la via de p38**. Esto puede causar que exista una regulacién compleja de esta via
y que la inhibicién solamente de ERK no sea capaz de mostrar diferencias debidas al envejecimiento.
Por otro lado, se ha demostrado que ERK no se encuentra relacionada con el incremento de la

capacidad de proliferacion de las células musculares lisas durante el envejecimiento®

, por tanto esto
respaldarfa nuestro resultado en que la inhibicion de ERK produce el mismo resultado
independientemente de la edad. Sin embargo otros estudios si que han descrito un incremento de

252,253

actividad de ERK  en células musculares lisas con el envejecimiento , por tanto no queda clara la

vinculacién de esta via con el envejecimiento vascular.

La inhibicién de la via AKT/mTOR es capaz de disminuir la capacidad proliferativas de
las células musculares lisas tnicamente en SAMP8 . La proteina AKT es una serina/treonina quinasa

que se ha descrito que actia promoviendo la proliferaciéon y la migracion, e inhibiendo la apoptosis en

254-256 257,258

células musculares lisas . También participa en la activacion de NF-KB en respuesta a TNFa ,

activa la via de mTOR y se puede encontrar en el nicleo celular donde activa factores de transcripcion

242

como FOXO, regulando el ciclo celular™’. AKT también promueve la migracién remodelando los

filamentos de actina®’ y activando metaloproteasas®”'.

Los micro ARN (miR) son una clase novedosa de ARN enddgenos, pequefios y no codificantes
que regulan la expresion génica a través de la degradacion, la inhibiciéon de la traduccion o, en
condiciones especiales, la activacién de la traduccién de sus ARN mensajeros (ARNm)*'. Estos
pequenos ARN no codificantes estan altamente expresados en el sistema cardiovascular, incluyendo la
pared vascular®”. Numerosos estudios han puesto de relieve el papel y la funcién de los miRs en el
mantenimiento de condiciones fisiolégicas normales y el desarrollo de la enfermedad. En este estudio,
nuestro objetivo ha sido determinar las implicaciones de los miRs en el campo de la remodelacion

vascular.

El primer articulo de que tenemos constancia sobre el rol de un miR en las células musculares

7263

lisas se publicé en 200 Entre los miR mencionados en la bibliografia, miR-143/145 se ha
establecido como un miR muy expresado de forma habitual en las células musculares lisas sanas,
mientras que disminuye en células musculares lisas proliferativas, tanto in vivo como in vitro, de
acuerdo con nuestros resultados'”***. Aunque el mecanismo por el cual actiia el miR-143/145 no esta
del todo claro, se ha sugetido que promueve la diferenciacion de las células musculares lisas'*. Dado
que nuestros resultados muestran que los ratones SAMPS tienen menos miR-143/145 en la pared
vascular que los ratones SAMRI, esto sugiere que este miR puede ser responsable de las diferencias que

hemos mostrado debidas al envejecimiento. Sin embargo el tratamiento con miR-143/145, tanto in

vitro como In vivo, no es efectivo para impedir la proliferacion de células musculares lisas en nuestro
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modelo. Esto podria explicarse sefialando que la proliferacion y la diferenciaciéon son, a menudo,
consideradas mutuamente excluyentes. Sin embargo ambas pueden ocurrir de forma independiente uno

del otro y estan reguladas por mecanismos diferentes™”.

El miR-221/222 fue el segundo grupo de miR que se desctibi6 que estd implicado en la
regulacion del fenotipo de células musculares lisas, ya que se describié que se incrementa en la respuesta
proliferativa al PDGF"**. Se sabe, también que el incremento de miR-221/222 promueve la

proliferacién de células musculares lisas y lleva a cabo su efecto inhibiendo proteinas clave en el control

152,267 7KIP1 7KTP2

del ciclo celular como son p2 . Estos resultados de otros grupos también se

y P>
encuentran de acuerdo con los nuestros, ya que los ratones SAMPS tienen una mayor cantidad de miR-
221/222 en la pared vascular que los ratones SAMR1, sugitiendo que este miR puede ser el responsable
de las diferencias de proliferacion debidas al envejecimiento. No obstante, la inhibicion de miR-
221/222, tanto in vitro como in vivo, no es efectivo para impedir la proliferacion de células musculares
lisas en nuestro modelo. Este resultado contrasta con los encontrados en la bibliografia, pues se ha
demostrado que la inhibiciéon de miR-221/222 en arterias que han sufrido una lesién inhibe la

proliferacion de células musculares lisas, asi como la formacion de la capa neointima'>>**.

En nuestro modelo de lesién de femoral encontramos que la via AKT/mTOR se encuentra
exacerbada en SAMPS, causando una mayor hipertrofia en respuesta a la lesién y lo corroboramos in
vitro con células musculares lisas. Recientemente se ha demostrado que esta via es modulada por el
miR-21 en la formacién de la capa neointima en respuesta a una lesion vascular. En dicho estudio, la
regulacion negativa de miR-21 disminuy6 la formacién de la capa neointima en carétida de ratas tras la
lesion y se sugirid que PTEN es la diana molecular de miR-21. Por ello, miR-21 modula a AKT

263 También se ha demostrado el

alterando la proliferacion y la apoptosis en células musculares lisas
efecto de miR-21 en humanos, pues regula la fosforilacion de AKT en células humanas'® y tiene un
efecto negativo en las células endoteliales y en su capacidad de limitar el crecimiento de la capa
media'***. Ademas, se ha descrito que en células musculares lisas de origen humano, una disminucion

de miR-21 inhibe la proliferacion y la migracion '™

y que en lesiones vasculares el miR-21 se
encuentra sobre-expresado y promueve el crecimiento de células musculares lisas'”>. En esta tesis
también demostramos que miR-21 modula la via AKT/mTOR, siendo responsable de que los ratones
SAMPS8 muestren una mayor hipertrofia de la pared vascular tras la lesion y de que las células
musculares lisas de SAMP8 sean mas proliferativas. Otro estudio reciente también demuestra que el

miR-21 promueve la hiperplasia en respuesta a una lesiéon vascular y ademas propone que el

envejecimiento exacerba el papel del miR-21 en este proceso, respaldando nuestros resultados”.
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En esta tesis también ampliamos nuestros conocimientos sobre los mecanismos de regulacion
de la disfuncién vascular durante el envejecimiento, incluyendo estudios sobre como el sexo influye en
el proceso. Para estos estudios se utilizé el modelo de envejecimiento cronolégico en la cepa CD1,
utilizando ratones que no tenfan relaciéon de consanguinidad. La razén para el uso de este modelo
experimental de envejecimiento vascular cronolégico es por su gran variabilidad fenotipica que puede
aleatorizar cualquier influencia genética que si se da en ratones con relacién de consanguinidad®™. Esto
nos permite por un lado establecer los cambios moleculares observados en los ratones SAM que se
asocian con la senescencia cronoldgica natural, y por otro lado dar un enfoque mas translacional, ya que
representamos mejor la senescencia natural de la poblaciéon humana, que es altamente heterogénea. Para
estos, se realizé un estudio a lo largo del tiempo en los ratones CD1 (a los 3, 7 y 12 meses de edad) con
la finalidad de determinar la edad en que se empezarfan a observar los cambios en la funcién y

morfologia vascular dados por la senescencia.

Las diferencias asociadas al sexo se pueden ver en practicamente todos los factores de riesgo de
enfermedad cardiovascular™', pero principalmente en el rango de edades que hemos considerado en
esta tesis, esto es desde jovenes hasta mediana edad (previamente a los cambios hormonales que se dan
durante la senescencia reproductiva). A pesar de la evidente estadistica sobre el riesgo cardiovascular
entre hombres y mujeres, se conoce poco acerca del papel del sexo sobre los factores de regulacion del
envejecimiento vascular. Los resultados de este estudio demuestran que machos y hembras envejecen de
forma diferente a nivel vascular y proporciona claras evidencias acerca del momento y como surgen
estas diferencias. Aunque existe una vasta bibliograffa acerca del envejecimiento vascular,
histéricamente se ha tenido poco en cuenta el sexo como factor independiente en el envejecimiento
vascular, y no ha sido hasta hace pocos afios que se ha empezado a estudiar'’. Ademas, cuando se ha
empezado a estudiar este factor se ha puesto énfasis en el papel de las hormonas y se han llevado a
cabo estudios a edades muy avanzadas, cuando los cambios y dafios inducidos por la senescencia ya se
han iniciado y han progresado de forma subclinica hasta llevar a cambio dafos irreparables. Por ello a
dia de hoy hay realmente pocos estudios que aborden este complejo problema de la forma en que se ha

llevado a cabo en la presente tesis.

En nuestro modelo experimental, en que utilizamos ratones CD1, hemos hallado diferencias
asociadas al sexo de forma significativa en el inicio de la disfuncién vascular. Aunque los estudios se
realizaron a tres edades diferentes, el momento de aparicion de las diferencias funcionales asociadas al
sexo y con el envejecimiento fue de 12 meses de edad. Por lo tanto, los resultados presentados en esta
tesis para los estudios funcionales muestran unicamente los grupos de 3 y 12 meses. Nuestros

resultados también aportan informacién importante acerca del rol del Sistema Renina Angiotensina
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(SRA) en cuanto a las diferencias asociadas al sexo durante el envejecimiento vascular. Se encontré que
los machos manifiestan una disfuncién vascular (que se caracteriza por una mayor contraccion a la
Angll y disminucion de la relajacion dependiente del endotelio para la ACh) de forma mas temprana y
mas acentuada que las hembras. En los machos, el envejecimiento vascular ocurre de forma mas
prematura que en las hembras, ya que muestran un desequilibrio en la producciéon de factores de
relajacion (disminucion del NO) y de contraccion (aumento de las prostaglandinas vasoconstrictoras y
O,) derivados del endotelio, que contribuyen a la disfunciéon vascular. En las hembras de la misma
edad, sin embargo, la funcion vascular se conserva por el mantenimiento de la expresion de eNOS y
por el aumento de la liberacion de PGI2, a pesar de que ambos sexos muestran cambios en la
regulacion de las respuestas a la Angll y el aumento asociado en la actividad COX. A pesar de la
cantidad de evidencias que muestran que tanto el sexo como el envejecimiento ejercen un rol central en
el SRA y en la regulacion de las COX, no nos consta evidencia de que haya un estudio que demuestre la
relacién entre ambas rutas metabodlicas en el contexto del envejecimiento vascular y las diferencias que
hay entre ambos sexos. Esta tesis supone el primer estudio en que se establece una relacién entre las
vias metabodlicas de la SRA y de las COX en el control de la disfunciéon vascular a causa del

envejecimiento y dependiendo del sexo.

En este modelo experimental hemos observado diferencias asociadas al sexo de forma
significativa en la funcién vascular durante el envejecimiento. Sin embargo, a la edad de 12 meses, en la
que hemos hallado las diferencias a nivel funcional, el envejecimiento no ha causado cambios en la
presion sanguinea en ningun caso. Esto puede sugerir que los cambios descritos en la reactividad
vascular de la aorta preceden los cambios de incremento de la presion arterial asociados al
envejecimiento. Estos resultados coinciden con estudios previos realizados en modelo de
envejecimiento prematuro en que la disfuncidn arterial, concretamente en la aorta, precede a los

cambios en la presion arterial .

Estudios previos han demostrado que la Angll es un regulador fundamental de la senescencia
celular, con lo cual se ha propuesto la via del SRA como elemento central tanto en el inicio como en la

progresion del envejecimiento vascular®'®

. La activaciéon de esta via metabdlica ha sido muy bien
descrita en ratones como un importante regulador del remodelado vascular con el envejecimiento,
mediante mecanismos que implican estrés oxidativo e inflamacién®. Por otro lado, el papel de la Angll
en la reactividad vascular durante el envejecimiento no ha sido tan bien estudiada y se han descrito
resultados que entran en conflicto directo entre si, siendo que se ha descrito que la capacidad de

I 272-275

contraccion vascular incrementa, decrece o permanece igual en respuesta a la Angl . El sexo

también es un factor importante en la regulacion que ejerce el SRA sobre la funcion vascular® y existen
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evidencias de que la vasculatura de los machos es mas sensible que la de las hembras a la influencia de

la Angll, tanto en el remodelado como en la contraccion® .

En el presente estudio hemos observado en segmentos de aorta con el endotelio intacto un
aumento a la respuesta de contraccion vascular a la Angll, y que este incremento puede ir asociado a
una disfuncién vascular durante el envejecimiento. Los resultados sobre la contraccion a la Angll que se
observaron en ratones envejecidos concuerda con estudios previos”*”. Sin embargo, existen otros
estudios que muestran una marcada disminucién de la contracciéon de Angll durante el envejecimiento.
Las discordancias que se encuentran en la literatura se pueden deber a los distintos lechos vasculares y a
posibles diferencias en las edades estudiadas. A parte de ello, existe una gran dificultad técnica para
evaluar la respuesta inducidas por la Angll en miografia debido a la influencia de la taquifilaxia, y por lo
tanto diferentes condiciones expetimentales podrian afectar la extension de las respuestas a la AngII*"”.
Un estudio reciente muestra que, en condiciones experimentales similares, existe un cambio substancial
en la respuesta taquifilactica en las contracciones inducidas por Angll*” por el envejecimiento. La
vasoconstriccion inducida por la primera administracion de Angll se incrementa sustancialmente en
arterias de ratas jovenes hasta media edad, y luego disminuye cuando las ratas son seniles. No obstante,
la segunda administracién de Angll provocéd una reduccién de las contracciones, que fueron ain
mayores en ratas de media edad, pero la taquifilaxia disminuyo a medida que las ratas envejecian. Por lo
tanto, solo se ha llevado a cabo una medicién de la contracciéon en respuesta a Angll en cada segmento

adrtico para evitar los problemas metodolégicos mencionados.

La Angll actda a través de los receptores ATIR y AT2R, pero la mayoria de los efectos
perjudiciales observados se deben al receptor AT1R, mientras que el receptor AT2R compensa los

efectos perjudiciales del anterior®™

. En este estudio, el incremento de la contraccién en respuesta a
Angll en los machos se da de forma paralela a una disminucion de la expresion del AT2R, lo que
sugiere que, con el envejecimiento en machos, se va perdiendo la capacidad de compensacion de los

efectos negativos causados por el receptor AT1R, lo que empeoratia los efectos que causa la AngIT*!.

Por otro lado, la disfunciéon endotelial como estado fisiopatolégico es multifactorial y compleja,
pero se sabe que puede sufrir influencia del envejecimiento y del sexo™**>**, Ademis, el SRA es un
importante regulador de la funcién endotelial y puede contribuir como un desencadenante y en la
progresion de la disfuncién endotelial®®. Diversos estudios muestran que un incremento cronico de los
niveles de Angll contribuyen a la disfuncién endotelial en diversos lechos vasculares'™. Asimismo, se ha
descrito que inhibidores del SRA son capaces de mejorar la disfuncién endotelial®. En este estudio se
observo que el aumento de respuesta a la Angll en los machos se asocia con una disminucion de la

relajacion dependiente del endotelio. Por esa razén, se evaluaron los efectos de la inhibicién crénica de
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las acciones de la Angll, mediante el tratamiento con Losartan (un antagonista selectivo competitivo de
AT1R) sobre la disfuncién endotelial en ratones envejecidos. Encontramos que el Losartan supone un
tratamiento efectivo para mejorar la vasodilatacion dependiente del endotelio en machos envejecidos,
estableciendo, por tanto, una relacién entre el incremento de la actividad de AnglI a través del AT1R
con la disfuncién endotelial en este grupo. Esta relacién muestra diferencias dependiendo del sexo,
pues las hembras de la misma edad muestran una menor respuesta a Angll y no evidencian disfuncion
endotelial. Sin embargo, a los 12 meses no se puede asegurar que mas adelante las hembras vayan o no
desarrollar un incremento en la contraccién en respuesta a Angll acompanado de disfunciéon endotelial,
tal como se aprecia en machos de la misma edad. En este caso podrfa tratarse de una diferencia en
funcién del sexo en el momento de la aparicion de las caracteristicas asociadas al envejecimiento. En
cualquier caso, nuestros datos nos permiten sugerir que el SRA no contribuye de la misma forma a la

disfuncién endotelial en ambos sexos.

Con esos hallazgos, nuestro siguiente paso fue averiguar por medio de qué vias de sefializacion
el envejecimiento esta ejerciendo sus efectos en las respuestas a la Angll y la ACh. Como primera
aproximacion se eliminé la influencia del NO en las respuestas a la Angll y la ACh mediante la
inhibicién de la NOS con L-NAME. El tratamiento con L-NAME abolié completamente la relajacion
inducida por ACh, proporcionando evidencia de que el NO es el principal factor que contribuye para la
relajacion dependiente del endotelio en las aortas de todos los grupos. Por otro lado, la inhibicion de la
NOS conduce a un mayor incremento en la contracciéon inducida por la Angll en las arterias de los
ratones jovenes y las hembras envejecidas (~ 4 veces en el area bajo la curva) que en los machos
envejecidos (~ 2 veces). En paralelo, se observé una marcada disminucion de la expresion eNOS en las
aortas de machos de 12 meses. Estos datos establecen claramente una diferencia asociada al sexo y a la
senescencia en la contribucién del NO a la reactividad vascular. Existen diversos estudios que describen
la reduccion de la produccion del NO durante el envejecimiento ™%, Jgualmente, el sexo desempefia
un papel clave en la regulacion de la eNOS vy, por tanto, de la produccién de NO*'®**, Estas diferencias
se han establecido un factor clave que contribuye a las diferencias sexuales en la funcién vascular. Pese a
estas evidencias, poco se conoce acerca de la interaccion entre ambos factores (envejecimiento y sexo)

en la regulacion del NO.

Ademas del sistema del NO, la funcién vascular también esta controlada por los productos
derivados de la COX. Se ha descrito que el equilibrio entre la liberacién de prostaglandinas
vasoconstrictoras y vasodilatadoras en la vasculatura influye en la respuesta a los agonistas en
condiciones fisiologicas y modulan la disfuncién vascular en condiciones fisiopatologicas, incluyendo el

envejecimiento™****2% [ os resultados muestran que la inhibicién de las COX por la Indometacina
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supone un tratamiento efectivo para restaurar la capacidad de vasodilatacién en machos envejecidos, y
no tiene efecto en las hembras o en individuos jévenes de cualquier sexo. Esto sugiere que la disfuncion
endotelial observada en los machos envejecidos es, en parte, mediada por cambios en actividad de las

COX y aumento en la produccion de prostaglandinas vasoconstrictoras.

Esta tesis supone el primer estudio en que se establece una relacién entre las vias metabdlicas
del SRA y de las COX en el control de la disfuncion vascular a causa del envejecimiento y dependiendo
del sexo. Estudios bioquimicos y de biologia molecular en homogenados de arteria aorta revelan un
incremento de la actividad y expresion de las COX-1 y COX-2 con el envejecimiento, aunque en
machos este aumento es de 2 veces mayor que el observado en las hembras. Este hecho podria explicar,
en parte, porque encontramos disfunciéon endotelial solamente en machos de esta edad. A parte de esto,
es interesante mencionar que las arterias de las hembras son capaces de mantener la funcién endotelial
a pesar del incremento de la actividad de la Angll y las COX durante el envejecimiento, sugiriendo
algun mecanismo de compensacion. Una explicacion posible es que la eNOS (que no ha sufrido
cambios con el envejecimiento en hembras), es capaz de compensar los efectos negativos causados por
el incremento de vasoconstrictores producidos por las COX. Ademads de esto, el incremento de la
actividad de las COX en machos de 12 meses fue acompafiado por un aumento de la liberacién de
prostaglandinas vasoconstrictoras, mientras que el incremento de la actividad de las COX en hembras
de 12 meses iba acompanado por un aumento en la liberacién de la prostaglandina vasodilatadora

PGI2.

La sintesis de prostaglandinas es compleja y se encuentra regulada por miembros de la super-
familia del citocromo P450. El proceso implica la conversion de PGH2, producido por las COX, en la
prostaglandina vasodilatadora PGI2 o en las prostaglandinas vasoconstrictoras TXA2 y PGF2o*®. El
hecho de que la sintesis de prostaglandinas vaya en un sentido u otro depende de expresion y
localizacion de las enzimas que se encuentran mas adelante de las COX en la via de sintesis de las
prostaglandinas. Por ejemplo, la sintasa de PGI2 (PGI2S) se encuentra de forma predominante en el
endotelio, mientras que la sintasa de TXA2 (TXA2S) se encuentra de forma predominante en las células
musculares lisas de la pared arterial. Una diferencia en la proporcion de estas enzimas o en su actividad

287289292 Por ello determinamos la

puede modificar la liberaciéon de unas prostaglandinas u otras
expresion de dos de las enzimas mas importantes en este aspecto, PGI2S y TXAZ2S en la aorta toracica.
Sorprendentemente no encontramos variaciones en la expresion de estas enzimas que podrian justificar

los resultados previamente hallados. Sin embargo, las limitaciones técnicas pueden haber supuesto un

enmascaramiento de estos resultados, pues se llevaron a cabo en homogenado de aorta, que incluye
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tanto células endoteliales como musculares lisas. Cabria la posibilidad de encontrar diferencias si se

llevase a cabo el mismo experimento en cultivos, separando los tipos celulares.

Otra explicacion para este resultado es que las diferencias en la produccién de prostaglandinas
se deben a una regulacion diferente de las COX. La COX-1 favorece la produccion de TXA2, mientras
que la COX-2 favorece la produccién de PGI2****. Por tanto, se realizé un analisis de la proporcion
entre la actividad y expresion de ambas formas de COX en cada animal y no se encontraron diferencias
entre ninguno de los grupos. En este sentido, es posible que la actividad de las prostaglandinas se regule
por estimulos endégenos como estrés oxidativo, presencia de substratos lipidicos, hormonas, hipoxia y
citoquinas proinflamatorias®, justificando los resultados obtenidos. Mais adn, la produccion de
prostaglandinas puede ser modulada mediante la separacion fisica de las enzimas, esto es, que se
encuentre en diferentes compartimentos de forma que se favorezca la produccién de una u otra
prostaglandina. Aunque hay evidencias de este hecho, no se sabe como esto puede ser regulado por

condiciones fisiopatologicas **.

En este punto de nuestra investigacion se ha demostrado que el envejecimiento va acompafado
de un incremento de las contracciones en respuesta a Angll en ambos sexos. También se ha
demostrado que una mayor respuesta en machos envejecidos que en hembras de su misma edad iba
acompafiada, a su vez, de una disfunciéon endotelial solamente encontrada en los machos. En este
sentido, hemos planteado la hipétesis de que esta disfuncién involucra la activacion de las COX a través
de la via de la Angll, llevando a la produccién de vasoconstrictores. La relacion entre el SRA y las COX
se ha descrito ampliamente en la vasculatura renal y en otros lechos vasculares®**”. Igualmente, se ha
descrito que la inhibicién del receptor de AT1R mejora la funcién vascular disminuyendo la liberacion
de los vasoconstrictores derivados de la COX*'. Estudios previos™** han mostrado que existe una
contribuciéon esencial de las prostaglandinas vasoconstrictoras en la disfuncién endotelial durante el
envejecimiento y por ello formulamos la hipétesis que la Angll puede contribuir a la disfuncion
vascular asociada al envejecimiento en machos a través de mecanismos que implican la activacién de las
COX. El presente estudio presenta la primera correlacion entre las vias de la Angll y la COX en el
control de la disfunciéon vascular por el envejecimiento y el sexo. Se encontrd que el bloqueo crénico
del AT1R disminuy6 significativamente la actividad y expresion de la COX2 en los machos de 12 meses.
El grado de disminucién en la actividad de la COX2 en machos viejos se asocié con un aumento de la

produccién de PGI2 y disminucion de PGF-2a, similar al que se ha observado en las hembras viejas.

Ademas de los cambios en el tono vascular, el envejecimiento también esta asociado con
alteraciones bioquimicas que estan implicadas en el desarrollo y la progresiéon de la remodelacion

vascular. Estudios en ratas seniles indican que hay diferencias sexuales en el grado de remodelado
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vascular asociado al envejecimiento, y que la rigidez aumenta mas en machos que en hembras
seniles™*”. En primates no humanos, se ha demostrado un aumento en la rigidez a6rtica mayor en los

machos seniles que en las hembras™

. En humanos, aunque se hayan realizados muchos estudios sobre
la correlacion del envejecimiento con el remodelado arterial, los analisis de estos estudios han
considerado los resultados en los hombres y las mujeres por separado”™' 2. El campo todavia carece
de un gran estudio poblacional y estudios de investigacion basica para identificar si los efectos

relacionados con el envejecimiento siguen la misma progresion y afectan a hombre y mujeres de la

misma forma.

Para abordar este tema, se determinaron cambios en el grosor de la pared de la aorta toracica a
diferentes edades tanto en machos como en hembras. Ambos sexos parten de un grosor de la pared
alrededor de los 50um a los 3 meses de edad, pero los machos incrementan rapidamente el grosor de la
aorta toracica a los 7 meses de edad hasta niveles que ya se mantienen hasta la dltima medicién a los 12
meses de edad. Las hembras, por otro lado, sufren este proceso de forma mas gradual y atenuada,
siendo que a los 7 meses de edad el grosor de la aorta toracica en hembras es menor que el de machos,
e intermedio entre el grosor que presentan a los 3 meses y los 12 meses de edad. Con estos resultados
nos encontramos frente a una diferente progresion de la hipertrofia adrtica en funcién del sexo. Este
resultado puede arrojar luz sobre los resultados anteriores ya que sugiriere que las hembras se
encuentran, de algin modo, protegidas frente a estos cambios asociados al envejecimiento y que la
progresion hacia caracteristicas propias de la vejez es mas lenta en hembras. Por otro lado, se ha
determinado también el diametro del lumen del vaso para averiguar el tipo remodelado que ocurre en
funcién del envejecimiento. Al no cambiar la luz del vaso en ninguno de los casos, se puede sugerir que
se trata de un remodelado hipertréfico externo. Estos resultados coinciden con otros estudios que
describen la presencia de remodelado hipertréfico externo sobre las arterias con el

envejecimiento® "+,

El remodelado vascular es producido por el SRA al activar quinasas proproliferativas en células
musculares lisas de la pared vascular, como cSrc, JAK y PI3K'*'®, Hstas quinasas ademds también
promueven la migracién de las células musculares lisas y activa a su vez otras quinasas de la via de las
MAP quinasas asi como la NAD(P)Hox, que también contribuyen al remodelado vascular que
observamos en la hipertrofia externa promoviendo la proliferacién y migraciéon de las células
musculares lisas'**'®. Estudios han demostrado que ATIR es el receptor a través del cual el SRA

167

produce el remodelado vascular y el estrés oxidativo™®’ y también se ha demostrado que la inhibicién del

169

SRA es capaz de prevenir el remodelado vascular'®. Por esto también quisimos comprobar la influencia

del SRA en el proceso de remodelado vascular en el envejecimiento mediante el tratamiento con
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Losartan, un inhibidor del SRA, concretamente del receptor AT1R. El tratamiento con Losartan desde
los 3 meses de edad hasta los 12 meses de edad fue capaz de prevenir la hipertrofia que se observa
durante el envejecimiento, permaneciendo las aortas de los animales tratados con el mismo grosor y
lumen que se encontrd a los 3 meses de edad. Este resultado demuestra que la actuacion de la Angll, a
través del receptor AT1, es un factor contribuyente importante para la hipertrofia en la aorta que se

observa de forma natural con el envejecimiento.

El analisis histologico de las aortas no muestra, en ningun caso, una alteracién en el aspecto de
las capas de la aorta, de manera que se mantiene la integridad de las capas intima, media y adventicia.
En este sentido, podemos descartar entidades claramente patologicas como una proliferacion anémala
de la intima, y nos encontramos ante el progreso de caracteristicas preclinicas asociadas al
envejecimiento. La hipertrofia observada se da en la capa media, y por tanto puede ser debida a la
proliferacion de las células musculares lisas que conforman gran parte de esta capa, o a la deposicion de
matriz extracelular, también muy importante en esta capa. Para dilucidar si el sexo afecta a la
acumulacion de matriz extracelular en la pared arterial, se llevé a cabo una tincién de colageno con rojo
de sirio, pues es el componente principal de la matriz extracelular de la pared de la aorta. En un estudio
detallado utilizando microscopia de fluorescencia con luz polarizada, se puede determinar por separado
la cantidad de fibras de colageno de nueva formacién y de fibras de coldgeno ya consolidadas
(maduras). Gracias a que estas fibras muestran birrefringencia, se pueden diferenciar bajo la
polarizaciéon de la emisiéon dos tipos de colagenos distintos: en verde las fibras jovenes y en
rojo/naranja las fibras maduras. Los resultados en la medicion de la cantidad de ambos tipos de fibra de
colageno arrojaron los mismos resultados, sugiriendo que se trata de un proceso en equilibrio entre la
sintesis y degradacién de colageno de forma mantenida en el principio del proceso de envejecimiento.
Sin embargo, con en las edades estudiadas no se puede asumir que la el aumento en la formacién de
nuevo colageno no conducira a la acumulacién de colageno maduro con el tiempo. La acumulacion de
colageno en la pared de la aorta progresa de forma coherente con la hipertrofia. Partiendo ambos sexos
de cantidades equivalentes de colageno en la pared vascular a los 3 meses de edad, y que se incrementa
de forma brusca en machos ya a los 7 meses de edad y permanece asf ya hasta el final del experimento a
los 12 meses de edad. Por otro lado, la acumulacién de colageno en las arterias de las hembras es
mucho maés gradual y menos intensa. También quisimos averiguar si la via del SRA era importante en
este proceso, y realizamos la misma mediciéon en animales tratados con Losartan desde los 3 meses de
edad hasta la finalizaciéon del experimento a los 12 meses. Los resultados muestran que la inhibicion de
la actividad de la Angll a través de su receptor AT1R es eficaz para evitar la acumulaciéon de colageno

en la pared vascular, en concordancia a los resultados vistos en la medicién de la hipertrofia. Estos
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resultados concuerdan con estudios realizados en pacientes en que el Losartan tiene efectos

beneficiosos en el remodelado vascular'™.

A continuacion, quisimos valorar como evoluciona el estrés oxidativo durante el envejecimiento
en machos y hembras. Ademas de un importante regulador de remodelado vascular, el estrés oxidativo
sufre gran influencia del SRA'*'®. Bajo condiciones normales, las ROS actian como mensajeros en el
metabolismo, ya sean intercelulares o intracelulares. Como mensajeros, las ROS tienen un papel
fisiolégico en el tono vascular y la proliferacion de las células de la pared vascular, pero cuando

aparecen condiciones fisiopatoldgicas estas funciones se ven alteradas™*"

. La Angll promueve la
generacion de ROS a través del receptor AT1R en células musculares lisas y en células endoteliales de la
pared vascular'®’*?", Estudios han demostrado que las ROS estimulan la proliferacion de las células
musculares lisas de la pared vascular, ya que los antioxidantes inhiben este proceso, promueven la
apoptosis y atentan el efecto de factores de crecimiento al disminuir las ROS?'*?". Otros estudios han
propuesto que la MAP quinasa p38°", una enzima que reacciona al estrés oxidativo promoviendo la

proliferacion de las células musculares lisas, asi como la via AKT/mTOR’ como responsables de la

proliferacién en respuesta al ambiente oxidativo.

Por tanto, cabria esperar que los resultados previos en la funciéon y remodelado vascular se
reprodujeran en este caso también, mostrando la importancia del estrés oxidativo en las diferencias
entre machos y hembras durante el envejecimiento. No obstante, los resultados que arroj6 la medicién
del estrés oxidativo fueron sorprendentes. La evolucién de este parametro sigue la misma evolucion
dependiente del sexo vista en la hipertrofia y la fibrosis, es decir, mas temprana y mas severa los machos
que las hembras. Este resultado sugiere que el estrés oxidativo va asociado al remodelado, pues ambos
siguen el mismo progreso durante el envejecimiento. Sorprendentemente, al medir los niveles de estrés
oxidativo en aortas de animales que recibieron tratamiento profilactico de Losartan desde los 3 meses
de edad hasta los 12 meses de edad, se vio que la inhibicién de la actividad de la AngllI a través de su
receptor AT1R no tiene ningun efecto en los niveles de ROS en hembras, mientras en machos el
Losartan ejerce un efecto pequefo, aunque significativo, en la producion de ROS. Estos resultados
entran en conflicto con la bibliograffa, pues existen multiples estudios que muestran que el Losartan y
sus metabolitos inhiben la produccién de estrés oxidativo en diversos casos. Se ha descrito que el
Losartan inhibe el estrés oxidativo medido en células mononucleadas de sangre periférica de
pacientes™, en plasma de pacientes que reciben hemodialisis™ y en plasma de voluntarios en que se
induce hipoxia intermitente®. No obstante, también se han descrito casos en que el Losartan tiene
efectos ambiguos, pues existen estudios que describen que mejora los niveles de antioxidantes en suero

de pacientes hipertensos sin disminuir los niveles de estrés oxidativo’™. Por otro lado, en modelos
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animales también se ha descrito que el Losartan es capaz de disminuir el estrés oxidativo en cerebro de

3% En aorta

ratas hipertensivas™® y en arteria mesentérica de ratas que han sufrido una nefrectomia
también se ha descrito que el Losartan es capaz de disminuir el estrés oxidativo en el caso de ratas
hipertensivas®®, La razon para esta disparidad puede deberse a diferentes métodos de medicion,
también a que muchos de estos estudios han tenido en cuenta las enzimas antioxidantes a la hora de
establecer el perfil de estrés oxidativo mientras que en nuestro caso solamente hemos considerado los
niveles de ROS. En nuestro modelo experimental, los resultados encontrados desvinculan, en parte, el
SRA del aumento de estrés oxidativo durante el envejecimiento. Por ultimo, otra explicaciéon mas
plausible, es que estos estudios han utilizado dosis de Losartan mucho mayores a las que nosotros
hemos utilizado dado que nuestra pretension era llevar a cabo un tratamiento crénico profilactico de
baja concentracién, mientras que estos estudios tratan pacientes o animales que padecen alguna ECV y
pretenden llevar a cabo un tratamiento para corregir el incremento del estrés oxidativo utilizando
mayores concentraciones de Losartan. Sea como fuere, no hemos hallado evidencias de que existan

otros estudios que hayan contemplado el efecto del tratamiento de Losartan, cronico, profilactico y de

baja concentracion, en la produccién de ROS en individuos sanos antes del presente estudio.

La enzima NAD(P)H oxidasa es la principal fuente de O5 en la pared vascular. La activacién de
la NAD(P)H-oxidasa requiere la asociaciéon de sus subunidades citosolicas (p47phox, p67phox y Rac)

29,330

con el flavocitocromo ligado a la membrana (NOX / p22phox)*, que cataliza la reaccién de
oxidacién del NADH o NADPH utilizando oxigeno molecular al que transfiere electrones, generando
especies reactivas de oxigeno. Cambios en la expresion de las NOXs y aumento en la actividad de la
subunidad p47phox suponen responsables de la activacion anémala de esta enzima. Estudios previos de
nuestro grupo han descrito cambios en la actividad y expresion de las subunidades de la NAD(P)Hox
en asociacion con el aumento de la produccion de O, en la pared de aortas de ratones senescentes
SAM*. Por otro lado, se han descrito diferencia asociadas al sexo en la produccion de O, por la
NADPH-oxidase™, aunque no se ha descrito la interaccion entre el sexo y el envejecimiento en esta
via. Mediante la inhibiciéon aguda de esta enzima con Apocinina en secciones de aorta previamente a la
medicion de la oxidacion del DHE, se valoré su contribuciéon al aumento de estrés oxidativo por el
envejecimiento y el sexo. Los resultados fueron de gran interés, pues mostraron que la NAD(P)Hox se
trata de la fuente mas importante del O, en nuestro modelo ya que su inhibicién reduce los niveles de
estrés oxidativo en los ratones viejos hasta los mismos niveles que encontramos a los 3 meses de edad,

tanto en machos como en hembras. Este resultado demuestra que, en dltimo término, la producciéon de

estrés oxidativo en el envejecimiento se debe a la NAD(P)Hox tanto en machos como en hembras.
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Diversos estudios han mostrado evidencias de que la NAD(P)Hox y el TNF« se encuentran
relacionados. En células endoteliales, neutréfilos y fibroblastos se ha descrito que el TNFa inicia una

cascada de sefializacion que lleva a la activacion de la NAD(P)Hox y a la produccion de ROS?*7%

y se
ha demostrado esta relacion entre TNFo y NAD(P)Hox en células endoteliales de origen humano ™.
Para averiguar el papel del TNFa en el envejecimiento vascular, se ha determinado la expresion de
ARNm de TNFa en aorta y la cantidad de proteina de TNFa en suero . Los resultados muestran un
incremento no significativo de la transcripciéon de TNFa en la pared vascular, pero los niveles séricos de
protefina incrementan de una forma significativa con el envejecimiento en ambos sexos. Estos
resultados corroboran con estudios en humanos que asocian el envejecimiento con el aumento de los
niveles de TNFo**. Al no encontrar diferencias en la producciéon de O, en presencia de Losartan,
repetimos los experimentos de oxidaciéon del DHE, pero inhibiendo la accién del TNFa bloqueando de
su receptor con el antagonista R-7050. Los resultados muestran que la produccion de O, via TNFa
disminuye solo en machos a los 7 meses de edad hasta los niveles encontrados a los 3 meses de edad,
pero no se modifica en ningin otro grupo. Estos resultados parecen contradictorios con los
previamente hallados en la expresion de TNFa y requieren mas investigacion para dilucidar su
significado, pero pueden sugerir que el TNFa, tiene un efecto puntual en el tiempo en la producciéon de
estrés oxidativo, y que este efecto es dependiente del sexo. Por otro lado, no se puede excluir el hecho
que no se ha encontrado cambio en el estrés oxidativo tras la inhibicién del TNFa en ningun otro

grupo sea debido a las limitaciones del experimento y el tratamiento agudo, ya que no se ha podido

tratar los animales con este antagonista debido a su toxicidad in vivo.

Un analisis histologico de las aortas en el inicio del envejecimiento (12 meses) no muestra, en
ningun caso, una alteracion en el aspecto de las capas de la aorta o en la estructura de la ldamina elastica,
de manera que se mantiene la integridad de las capas intima, media y adventicia. Asi, se puede descartar
entidades claramente patologicas, como la ruptura de la elastina, que facilitarfan la proliferacién
anomala de células musculares de la capa intima. La hipertrofia observada puede ser resultado de un
cambio en el fenotipo de las células musculares lisas, facilitado su proliferacion, y serfa interesante
medir cuantas de ellas se encuentran en fenotipo proliferativo o sintetizador de material de la matriz
extracelular. En este sentido, no tenemos una clara evidencia de que se trata de una hipertrofia debida al
incremento de un solo componente de la pared vascular (por ejemplo el colageno o las células
musculares lisas) sino a un incremento del grosor de la capa media en su totalidad. Esto esta reforzado
por el hecho de que no se han observado anomalias en las caracteristicas histologicas de la pared de la
aorta, por tanto no hay rotura de fibras elasticas, desorden, ni un cambio aparente en las proporciones

de aquellos elementos que conforman cada una de las capas.
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Como se ha mencionado anteriormente, el cambio en las células musculares lisas de un fenotipo
contractil a un fenotipo proliferativo es un desencadenante importante del proceso de remodelado
vascular. Con el fin de establecer las posibles vias moleculares implicadas en la remodelacién vascular y
el cambio de fenotipo de las células musculares lisas, se llevé a cabo un estudio exhaustivo de diversas
vias de sefializaciéon que se ha descrito estar relacionadas con 1) la senescencia, 2) la proliferacion

celular, 3) la apoptosis, 4) la inflamacion y la produccién de estrés oxidativo.

De todos los genes estudiados, el gen del Hras, un factor muy importante en la proliferacion
celular, se encuentra incrementado con el envejecimiento y sigue el mismo patréon de cambio
dependiente del sexo encontrado en la hipertrofia de la aorta durante el envejecimiento. Los miembros

de la familia del gen RAS (entre ellos Hras) fueron los primeros oncogenes identificados como tal**

y
es ampliamente conocido que la via de la familia RAS tiene un rol central en la regulacion de la
proliferacion y la apoptosis™'”*. La activacion de Hras promueve la proliferacion y la supervivencia
celulares activando diversas rutas metabolicas, entre ellas la via de las MAP quinasas y la via
AKT/mTOR*. Recientemente se ha propuesto una relacion entre Hras y Angll por la cual la Angll
puede activar a Hras en compartimentos intracelulares (aparto de Golgi y reticulo endoplasmaitico)** y
se ha sugerido que la Angll estimula enzimas de la familia RAS mediante la produccién del acido 20-

hidroxieicosatetraenoico (20-HETE) por parte de la via de las COX*.

En nuestro modelo encontramos que la transcripcion de Hras sigue el mismo patron
encontrado en la hipertrofia en la aorta durante el envejecimiento, es decir, partiendo de niveles
similares en ambos sexos, en machos existe un incremento de la transcripciéon de Hras a los 7 meses
que permanece igual hasta la finalizaciéon del experimento a los 12 meses de edad, mientras que en
hembras los niveles de transcripcion de Hras permanecen similares a 3 y 7 meses de edad, no siendo
hasta los 12 meses que hay un incremento, por el cual alcanzan los niveles que vemos en machos ya a
los 7 meses de edad. El tratamiento profilactico con Losartan desde los 3 meses hasta los 12 meses
previene este incremento en ambos sexos, de acuerdo con los resultados encontrados en la medicion de

la hipertrofia de la aorta y sugiriendo algun tipo de relacion.

También se han encontrado cambios en la expresion de genes de la via AKT-mTOR, implicada
en la regulaciéon de muchos factores que pueden contribuir con el remodelado vascular, a saber:
regulacion del ciclo celular, regulacion de la senescencia celular, regulacién del metabolismo energético
de la célula, regulacién de factores de transcripcion y regulacién de la autofagia, entre otros. Para
determinar la contribucién de esta via se llevaron mediciones de diversas enzimas y sustratos que
participan en ella, pero las diferencias mas significantivas se encontraron en las isoformas de AKT

(AKT1 y AKT2), PTEN, RAPTOR y AKTIS1. Los cambios en esta via metabdlica con el
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envejecimiento coinciden con los resultados observados con el estudio previo en que utilizamos el
modelo de senescencia acelerada (SAM) y dan soporte al modelo de envejecimiento cronolédgico en

CD1 y al rol que proponemos para la via de la AKT en el proceso de envejecimiento vascular.

La AKT es una enzima clave en el crecimiento celular, ya que promueve la actividad de mTOR,
pero también se transloca al nucleo celular donde activa factores de transcripciéon como FOXO,

2. AKT se encuentra involucrado en la activacion de NF-KB en respuesta a

regulando el ciclo celular
TNFo>"** ¢ inactiva la maquinaria apoptdtica de la célula, incluyendo enzimas claves en el desarrollo de
la apoptosis como BAD y CASP9*". Por otro lado, su funcién es compleja si tenemos en cuenta que
lleva a cabo diferentes acciones en células endoteliales y en células musculares lisas. En el endotelio
promueve la produccién de NO mediante la activaciéon eNOS, que a su vez promueve la supervivencia
de la célula endotelial nitrosilando residuos de cisteina en caspasas™**. En células musculares lisas

participa en proliferacion™

y en migracion, incluyendo la activacion de metaloproteasas para degradar
matriz extracelular y remodelado de filamentos de actina®'”* Las dos isoformas de AKT en las que
hemos hallado cambios a lo largo del envejecimiento se ven incrementadas por igual en machos y
hembras, por tanto no consideramos que esta enzima sea la responsable de las diferencias asociadas al

sexo encontradas en ninguno de los casos reportados en esta tesis.

RAPTOR incrementa la sefial ejercida por la estimulacién por nutrientes. Actia sobre el factor
de transcripcion S6K1, ayuda a mantener el tamafio de la célula y la expresion de mTOR, pero por otro
lado su asociaciéon con mTOR mantiene a esta dltima enzima inhibida. Las condiciones que inhiben la
via metabdlica AKT/mTOR, como la falta de nutrientes, estabilizan la unién de RATOR y mTOR,
manteniendo esta via metabdlica inhibida®”. Como en el caso de AKT, en el caso de RAPTOR las
diferencias que hemos hallado a lo largo del envejecimiento se dan por igual independientemente del

sexo, por lo que esta enzima no parece ser la responsable de los cambios asociados al sexo.

AKT1S1 es el substrato de AKT, el cual lo fosforila™. AKT1S1 interactia con el complejo
creado por mTOR y RAPTOR, inhibiendo la proliferacién y crecimiento celular, asi como inhibiendo
la activacion del factor de transcripcion S6K1°%°. Como en el caso de RAPTOR y AKT, las diferencias
encontradas en AKT1S1 durante el envejecimiento se han dado por igual independientemente del sexo,

sugiriendo que esta enzima no se encuentra relacionada con las diferencias asociadas al sexo.

PTEN es conocido como supresor de tumores, ya que inhibe la proliferacion, la migraciéon y la
supervivencia celulares. PTEN inhibe la via AKT/mTOR mediante su actividad de fosfatasa lipidica, ya
que desfosforila mensajeros secundarios de la via AKT. Por otro lado, PTEN es sensible al estrés
oxidativo, ya que se ve inhibido por la oxidacién, creandose un puente disulfuro entre sus residuos de

cisteina en las posiciones 71 y 124, afectando a su area catalitica. Se trata de una inhibicién reversible.
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PTEN puede verse incrementado por acciéon de p53, lo cual promueve la apoptosis. En el caso de

PTEN hemos hallado diferencias asociadas al sexo durante el envejecimiento.

La transcripcion de PTEN es invariable a todas las edades en machos, pero en hembras se da un
incremento significativo a los 7 meses y se mantiene a los 12 meses. A los 12 meses no se da una
diferencia significativa en el incremento de PTEN en hembras, pero creemos que este resultado es
debido a dificultades metodoldgicas (principalmente la disponibilidad de suficientes animales de tan
avanzada edad como para poder llevar a cabo mas repeticiones de este experimento). La diferencia
asociada al sexo en los niveles de transcripciéon de PTEN sugiere que esta enzima ejerce una funcioén
diferente en funcién del sexo. En vista de este resultado proponemos que PTEN es capaz de actuar
protegiendo a las hembras de los efectos deletéreos del envejecimiento, dadas las funciones que lleva a
cabo. Asi actuarfa retrasando la aparicion de los efectos del envejecimiento en la vasculatura, tal como

se ha visto en la progresion de la hipertrofia o la fibrosis a lo largo de esta tesis?®,

Por otro lado, al evaluar si el SRA actda sobre la transcripcion de estas enzimas, se ha observado
que el PTEN no ve alterada su transcripcién a causa del tratamiento con Losartan. Esto sugiere que se
trata de una enzima que promueve una proteccion cardiovascular en hembras independientemente de la
Angll. Las enzimas AKT1 y AKT2 tampoco vieron alterada su transcripcién debido al tratamiento
con Losartan en machos, pero si en hembras. Por otro lado, tanto RAPTOR como AKT1S1 se ven
incrementados en machos debido al tratamiento con Losartan, pero en hembras disminuye su

transcripcion.

Por lo tanto, el Losartan ejerce un efecto protector en la vasculatura diferente en funciéon del
sexo. Este resultado sugiere que el Losartan actda protegiendo a las hembras de los efectos pro-
proliferativos, de supetvivencia y de migracion propios de la via de AKT/mTOR mediante la
disminucién de AKT. Por otro lado en machos ejerce su proteccion incrementando aquellas enzimas

que inhiben la via de AKT/mTOR impidiendo la actividad de mTOR, es decir, RAPTOR y AKT1S1.

-112-



CONCLUSIONES

“Nothing in lite is to be feared, it is only to be understood. Now is the time to understand more, so

that we may fear less..”

Marie Curie
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Con los resultados de esta tesis se puede concluir que:

Subproyecto 1. Proliferacion de células musculares lisas durante el envejecimiento: el papel del miR-21

y la via AKT/mTOR

1. El inicio del envejecimiento vascular se asocia con la hipertrofia externa de las arterias

elasticas y musculares debido a la hiperplasia de las células del musculo liso vascular.

2. La hiperplasia de las células del musculo liso vascular se da por cambios en la via de
sefializacién de AKT/mTOR durante el envejecimiento que pueden cambiar el fenotipo de esas

células a un perfil mas proliferativo.

3. El cambio en la expresion de miR-21 en la pared vascular de las arterias senescentes puede
set, en parte, responsable de los cambios en la via AKT/mTOR y de la hiperplasia en la pared

arterial.

Subproyecto 2. Ia disfuncion endotelial mediada por ciclooxigenasas durante el envejecimiento esta

regulada por angiotensina II de forma diferente en funcién del sexo.
1. El envejecimiento se asocia con un incremento de la repuesta a angiotensina II en aorta.

2. Los machos envejecidos muestran una disfunciéon endotelial causada por ciclooxigenasas y

mediada por angiotensina II.

3. En hembras envejecidas la funciéon endotelial se preserva gracias a la eNOS y a la
prostaglandina PGI2, a pesar de sufrir el mismo incremento de la respuesta a angiotensina II

que los machos.

Subproyecto 3. Diferencias asociadas al sexo en el remodelado durante el envejecimiento vascular: rol

del sistema renina-angiotensina.

1. El envejecimiento incrementa el estrés oxidativo e induce una hiperplasia en la aorta

siguiendo un patrén diferente en hembras y machos.

2. La angiotensina II es la responsable de la hiperplasia, pero no del estrés oxidativo que se da

con el envejecimiento.

3. Existen diferencias asociadas al sexo en la regulacién de las vias de sefalizacién de

AKT/mTOR y en Hras, asi como en su regulacién por parte de la angiotensina II.
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