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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en
todo el mundo (48%). También en Espafia y Portugal estas patologias afectan a un
namero importante de individuos, con un 30,5% y un 31% respectivamente, siendo la
hipertension arterial (HTA) el principal factor de riesgo asociado al desarrollo de estas
enfermedades, con una prevalencia de 30-45% en la poblacion general, y una tendencia
a aumentar con la edad. La HTA se puede definir como una elevacion de los valores de
presion arterial por encima de los valores considerados normales (PAD > 90 mmHg y
PAS > 140 mmHg) que provoca alteraciones morfologicas y funcionales a nivel de

varios érganos como corazon, vasos sanguineos y rifion.

Diversos estudios han demostrado el efecto beneficioso de los antioxidantes en
algunos estados patolégicos como la hipercolesterolemia y la diabetes mellitus, entre
otros.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y también que la relacion de la HTA con el
estrés oxidativo, nos planteamos como objetivo investigar el efecto del licopeno, un
antioxidante natural abundante en el tomate, algunas frutas y legumbres, sobre la
hipertension y la prevencion y/o reversion de alteraciones asociadas a este estado
patoldgico, en un modelo de hipertensién inducida por la infusién de angiotensina Il
(Ang I).

Los experimentos se realizaron con ratas Wistar machos divididas en tres grupos.
A dos grupos se les implant6 via subcutanea una minibomba osmotica que libera Ang
I (288 pg/kg/dia) durante 14 dias (Ang 1) y uno de ellos se traté con 10 mg/kg/dia de
licopeno por via oral (Ang Il + L). El tercer grupo, sin ningln tipo de tratamiento se
utilizé como control. Semanalmente se midi6 la presion arterial y se controld el peso. Al
final del tratamiento, los animales se sacrificaron y se extrajeron varios 6rganos para

posteriores estudios.

Los resultados obtenidos en este estudio nos indican que la infusién de Ang Il
aumento progresivamente la presion arterial sistélica de 120 + 2 a 208 + 5 mmHg. En el
corazén verificamos desarrollo de fibrosis y también de los indices de hipertrofia
cardiaca en los grupos con Ang Il comparativamente con el control (2,46 + 0,05 vs 1,85
+ 0,09 mg/g respectivamente). El tratamiento con licopeno atenud significativamente el

incremento de la presion arterial (150 £ 5 mmHg), redujo la deposicion de colageno



cardiaco y el indice de hipertrofia cardiaca (2,00 = 0,06 mg/g). En los vasos
observamos que en aortas, el tratamiento con licopeno redujo el grosor de la pared
arterial y el &rea seccional de la capa media comparando con el grupo Ang Il. Los
ensayos de reactividad vascular mostraron una pérdida de respuesta relajante
dependiente de endotelio, por la infusion de Ang Il, en arterias de resistencia que el
licopeno a las dosis ensayadas no fue capaz de prevenir. En relacion al estrés oxidativo

el licopeno mostro su potencial antioxidante sobre la peroxidacion lipidica.

En conclusién los resultados obtenidos muestran que el licopeno previene la

hipertension y la hipertrofia cardiovascular inducida por Ang II.

Palabras clave: enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial, angiotensina 11,

licopeno, hipertrofia, estrés oxidativo.



RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte em todo mundo
(48%). Também em Espanha e Portugal estas patologias afectam a um ndmero
importante de individuos, com 30,5% e 31% respectivamente, sendo a hipertensao
arterial o principal factor de risco associado ao desenvolvimento destas doencas, com
uma prevaléncia de 30-45% na populacao geral, com tendéncia a aumentar com a idade.
A hipertensdo arterial pode definir como uma elevagéo dos valores de presséo arterial
por cima dos valores considerados normais (PAD > 90 mmHg y PAS > 140 mmHg) que
provoca alteragdes morfoldgicas e funcionais a nivel de varios 6rgdos como o coracao,

Vasos sanguineos e rins.

Varios estudos demonstraram o efeito benéfico dos antioxidantes em algumas

patologias como hipercolestorolemia e diabetes mellitus.

Tendo em conta estes antecedentes e também que a hipertensdo arterial esta
associada com o stress oxidativo, investigamos o efeito do licopeno, um antioxidante
natural abundante em algumas frutas e legumes como no tomate, sobre a hipertenséo e a
prevaléncia e/ou reversdo das alteracbes associadas a este estado patoldgico, num

modelo de hipertensdo induzida por infusdo de angiotensina Il (Ang I1).

Os estudos realizaram-se com ratos Wistar machos divididos em trés grupos. A
dois grupos implantou-se por via subcutanea uma minibomba osmotica que libera Ang
I (288 pg/kg/dia) durante 14 dias (Ang Il) e um deles tratou-se com 10 mg/kg/dia de
licopeno por via oral (Ang Il + L). O terceiro grupo, que ndo recebe nenhum tipo de
tratamento utilizou-se como controlo. Semanalmente mediu-se a pressdo arterial y
controlou-se o peso corporal. No final do tratamento, os animais sacrificam-se y se

extrairam varios 6rgaos para posteriores estudos.

Os resultados obtidos neste estudo indicam-nos que a infusdo de Ang Il aumentou
progressivamente a pressdo arterial sistélica de 120 + 2 a 208 + 5 mmHg. No coragédo
verificamos um desenvolvimento de fibrose e dos indices de hipertrofia nos grupos com
Ang Il comparando com o grupo controlo (2,46 + 0,05 vs 1,85 + 0,09 mg/g
respectivamente). O tratamento com licopeno atenuou significativamente o
desenvolvimento da presséo arterial (150 + 5 mmHg), reduziu a deposi¢do de colagénio
cardiaco e os indices de hipertrofia cardiaca (2,00 + 0,06 mg/g). Nos vasos verificamos

que em aortas, o tratamento com licopeno reduziu o grossor da parede arterial e a aria



seccional da capa media comparando com o grupo controlo. Os ensaios de reactividade
vascular mostraram uma perda da resposta relaxante dependente do endotélio, por
infusdo de Ang Il, em artérias de resisténcia que o licopeno com as doses ensaiadas ndo
foi capaz de prevenir. Em relacdo ao stress oxidativo o licopeno demonstrou um

potencial antioxidante na peroxidacdo lipidica.

Em conclusdo os resultados obtidos mostram que o licopeno previne a hipertenséo
e a hipertrofia cardiaca induzida por Ang II.

Palavras chave: doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial, angiotensina Il,
licopeno, hipertrofia, stress oxidativo.



ABSTRACT

Cardiovascular Diseases (CD) are the main cause of death in the world (48%).
The rate of population affected by these diseases in Spain and Portugal is also high,
30% and 31% respectively. Hypertension is the highest risk factor associated with this
condition, exhibiting an overall prevalence of 30-45% and a trending to increase with
the age. Hypertension is defined as systolic blood pressure values > 140 mmHg and
diastolic blood pressure > 90 mmHg, causing morphological and functional

disturbances in diverse organs including heart, peripheral vessels and kidneys.

Many studies have demonstrated the positive effect of antioxidants in diverse
pathological diseases like hypercholesterolemia and diabetes mellitus. Bearing in mind
not only these antioxidant effects but also the association of hypertension with oxidative
stress, we conducted the present study to evaluate the effect of lycopene (a natural
antioxidant found in tomatoes, some fruits and vegetables) on hypertension and
prevention or regression of changes associated with this pathological condition, using a

model of hypertension induced by angiotensin 1l (Ang Il) infusion.

Male Wistar rats allocated in three groups were used for the experiment. Two
groups were implanted with a subcutaneously osmotic minipump for Ang Il infusion
(288 ug/kg/day) during 14 days (Ang Il1). One of these groups underwent oral
administration of lycopene 10 mg/kg/day (Ang Il + L). The remaining group (control
group) did not receive any treatment. The systolic blood pressure and body weight was
measured weekly. At the end of treatment, rats were sacrificed and organs were

extracted for further studies.

Our results showed that Ang Il infusion elicited a progressive increasing SBP
(120 + 2 to 208 + 5 mmHg). Moreover, Ang Il groups exhibited higher levels of fibrosis
and higher index of cardiac hypertrophy than control group (2.46 + 0.05 vs 1.85 + 0.09
mg/g respectively). Lycopene treatment caused a significant reduction of blood pressure
levels (150 = 5 mmHg), reduced fibrosis and cardiac hypertrophy index (2.00 + 0.06
mg/g). The histological study in aortic sample showed that lycopene treatment group
exhibited lower arterial wall thickness and tunica media’s cross sectional area than Ang
Il group. The reactivity assays carried out in mesenteric arteries indicated an
impairment of endothelium dependent relaxation response in Ang Il group that lycopene

treatment was unable to prevent.



Regarding the improvement of oxidative stress, lycopene demonstrated

antioxidant capacity by its ability to prevent lipid peroxidation.

In conclusion, our results found that lycopene prevent hypertension and

cardiovascular hypertrophy induced by Ang 1.

Keywords: cardiovascular disease, hypertension, angiotensin Il, lycopene, hypertrophy,

oxidative stress.



ABREVIATURAS

AA: acido araquiddnico
ACh: acetilcolina

Ang Il: angiotensina Il
BH,: tetrahidrobiopterina

CMLYV: células del musculo liso
vascular

COX: ciclooxigenasa
CSA: area seccional de la capa media

ECA: enzima convertidora de
angiotensina

ECV: enfermedad cardiovascular
EEM: error estandar de la media
Emax: efecto maximo

ERO: especies reactivas de oxigeno
FE: fenilefrina

FHDE: factor hiperpolarizante derivado
del endotelio

FRCV: factores de riesgo
cardiovascular

FRDE: factor relajante derivado del
endotelio

GSH: glutation reducido

HDL-colesterol: colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad

H,0,: perdxido de hidrégeno
HOCI: &cido hipocloroso
HR: hipertrofia renal

HTA: hipertension arterial
HVI: hipertrofia ventricular izquierda
IC: insuficiencia cardiaca

KPSS: solucion hiperpotéasica (120
mM)

LDL.: lipoproteinas de baja densidad
MDA: malondialdehido

MO: minibomba osmética

MPO: mieloperoxidasa

NADPH: nicotinamida adenin-
dinucleotido fosfato reducido

NO: oxido nitrico

NOS: oxido nitrico sintasa

eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial
NTP: nitroprusiato sédico

O;": anion superdxido

OH': radical hidroxilo

PAS: presion arterial sistolica

RCV: riesgo cardiovascular

SOD: superéxido dismutasa

SRAA: sistema renina angiotensina
aldosterona

TGF-B: factor de crecimiento
transformante f3

W: grosor de la capa media

XO: xantina oxidasa
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Introduccion

1. Enfermedades cardiovasculares y factores de riesgo

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en el mundo (48%), seguidas
del cancer (21%) y las enfermedades respiratorias cronicas (12%). Se calcula que los
factores comportamentales, entre ellos, el consumo de tabaco, el sedentarismo, la dieta
inadecuada y el uso nocivo de alcohol, son responsables de alrededor de 80% de las
ECV. En 2011 se produjeron mas de 16,5 millones de muertes por causa de ECV,
atribuibles principalmente a valores de tension arterial alta (13%), consumo de tabaco
(9%), hiperglucemia (6%), sedentarismo (6%), sobrepeso y obesidad (5%) e
hiperlipidemia (1).

También en Espafia y Portugal las patologias cardiovasculares constituyen la
primera causa de muerte y presentan una morbilidad elevada. En Espafa los Ultimos
datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE), referidos a 2011 muestran que las
ECV ocupan el primer puesto como causa de muerte (30,5%) siendo la isquemia
cardiaca la responsable del mayor nimero, seguidas de los tumores (28,2%) y las

enfermedades del sistema respiratorio (10,9%) (Figura 1) (2).

m Enfermedades Cardiovasculares
H Tumores

m Enfermedades Respiratorias

M Enfermedades Sistema Nervioso
®m Enfermedades Digestivas

m Otras

Figura 1. Principales causas de muerte en Espafia en el afio de 2011 (2).
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Segun las estadisticas del INE en Portugal, en el afio de 2011 también destacan
las ECV como la principal causa de muerte con un valor similar al de Espafia (31%),

obteniendo cifras mas bajas de dbitos en las enfermedades tumorales (25%) (Figura 2)

(3).

m Enfermedades Cardiovasculares

M Tumores
Enfermedades Respiratorias
®m Enfermedades Digestivas

=

W Otras

Figura 2. Principales causas de muerte en Portugal en el afio de 2011 (3).

Si comparamos con nuestro entorno europeo, Espafia y Portugal estan por debajo
de la media de la Union Europea en defunciones debidas a enfermedades isquémicas del
corazén (Figura 3). Una de las explicaciones para estos datos es nuestra alimentacion
con la llamada “dieta mediterranea”, caracterizada por un consumo elevado de frutas
frescas, legumbres y verduras, pequefias cantidades de grasas saturadas y una alta
proporcion de acidos grasos insaturados, particularmente aceite de oliva y
probablemente el consumo moderado de vino tinto, preferiblemente con las comidas, es
también beneficioso (4,5). Estos datos se verifican en estudios estadisticos realizados en
Europa, donde se establece la relacion inversa entre la tasa de muerte por ECV y el

consumo de frutas y verduras (6).
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Figura 3. Defunciones debidas a enfermedades isquémicas del corazéon en hombres y

mujeres de diferentes paises europeos (tomada de Eurostat, 2009) (6).

Datos del 2008 a excepcidn de Dinamarca, Luxemburgo, Portugal (2006) Bélgica (2004) Polonia, Italia, Rumania,
Malta, Reino Unido.

Para que se pueda instaurar un proceso de prevencion o de reduccion de las ECV
es necesario conocer los principales factores de riesgo cardiovascular (FRCV). Los
estudios FRAMINGHAM vy SCORE, quizds sean los modelos de estudio
epidemioldgicos mas importantes que se han realizado sobre ECV vy los factores de
riesgo asociados a esas enfermedades (7,8). Estos estudios han sido una gran ayuda para
la identificacion de los FRCV mé&s importantes como la hipertension,
hipercolesterolemia, tabaco, diabetes mellitus, obesidad, etc. y han aportado
informacion valiosa sobre otros factores relacionados con la edad, sexo, disminucion de
HDL-colesterol, o ciertos factores dependientes del entorno, como puede ser la

alimentacion (9).

Los factores de riesgo pueden clasificarse como modificables y no modificables,
los primeros son aquellos que pueden ser corregidos o eliminados con modificaciones
del estilo de vida, como tabaquismo, hipertension, dislipidemia, obesidad, diabetes
mellitus y sedentarismo. Los no modificables son aquellos inherentes a la persona,

como la edad, el sexo o la historia familiar (9).
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Un meta analisis de 48 estudios transversales realizados en Espafia entre 1990 y
2003, analiza la prevalencia de los diferentes FRCV en la poblacién espafiola (10), del

estudio se destacan una serie de datos que se reflejan en la tabla 1.

% Total % Hombres % Mujeres
Hipertension arterial 33,9 34,8 33,0
Tabaquismo 32,7 41,1 24,3
Hipercolesterolemia 21,9 20,9 22,8
Obesidad 20,6 17,9 23,2
Diabetes 10,1 11,7 8,4

Tabla 1. Factores de riesgo cardiovascular en la poblacion espafiola (10).

Estos factores de riesgo estan asociados a cambios estructurales y funcionales a
nivel cardiovascular, incluyendo la disfuncién endotelial, que si no se corrige terminara

en dafo vascular (11).
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2. Hipertension arterial

La prevalencia de la hipertension arterial (HTA) se sitGa en un 30-45% de la
poblacién general, con un claro aumento con la edad. La HTA no tiene una etiologia
exacta conocida en el 95% de los casos (hipertension esencial), solamente un 5% de los

pacientes hipertensos tiene hipertension secundaria (12).

Segun la OMS en Espafia la prevalencia de HTA en personas con mas de 25 afios
es del 36,7% siendo un poco mas elevada en Portugal donde alcanza el 41,9%, segun
datos del afio de 2011 (1).

La HTA podria simplemente definirse como una elevacion cronica de la presion
arterial (sistolica y/o diast6lica) por encima de los valores normales. En la préctica
clinica resulta dificil saber que niveles tensionales deben considerarse normales y cuales
son elevados, puesto que no se trata de valores fijos. Las cifras de tension arterial se
modifican con la edad, sexo, raza y otros muchos factores, ademas de modificarse a lo
largo del dia en cada individuo en relacion con diferentes determinantes, como el

ejercicio, el frio, la digestion o la carga emocional (12).

Diversos grupos de expertos en HTA han llegado a un consenso para hacer una

clasificacion en funcion de los valores de presion arterial como refleja la tabla 2 (12).

Categoria Sistolica Diastolica
(mmHg) (mmHg)
Optima <120 y <80
Normal 120-129 ylo 80-84
Normal-Alta 130-139 y/o 85-89
HTA grado 1 140-159 ylo 90-99
HTA grado 2 160-179 ylo 100-109
HTA grado 3 > 180 y >110
Hipertension sistdlica aislada > 140 y <90

Tabla 2. Clasificacion de la presion arterial (12).
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Sin embargo es evidente que la elevacion de la presion arterial implica a multiples
sistemas y oOrganos y la participacion de multitud de factores genéticos y ambientales.
Entre estos Gltimos queremos resaltar la importancia de la dieta y las recomendaciones
de las autoridades sanitarias en relacion al consumo de frutas y verduras, como medida

de prevencion (13).

Los factores mas importantes en el desarrollo de la HTA incluyen la activacion
del sistema nervioso simpatico, regulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) vy los procesos inflamatorios a nivel vascular. Estudios méas recientes también
implican el estrés oxidativo y el sistema inmunoldgico (14).

El SRAA (Figura 4) es un mecanismo fisiologico importante en la regulacion
homeostatica de la presion arterial. Este sistema esta constituido por varios péptidos
entre los cuales el octapéptido angiotensina Il (Ang I1), se sintetiza a partir de Ang | por
la accion de una enzima peptidil-dipeptidasa denominada enzima convertidora de
angiotensina (ECA) (15,16).

La Ang Il es conocida por causar aumento directo e indirecto de la presion
arterial, lo cual es dosis-dependiente. La Ang Il aumenta el volumen circulatorio
estimulando la secrecién de vasopresina y de aldosterona. EI volumen circulatorio
aumentado, asociado a un mayor estimulo simpatico, proporciona una elevacion del
gasto cardiaco que junto con la accion vasoconstrictora provocada por Ang Il elevan la

presion arterial (17).

La Ang Il también presenta efectos en la produccion de radicales libres que
generan una reaccion inflamatoria vascular. La enzima NADPH oxidasa es una
importante fuente de radicales libres y representa la principal fuente de radicales

superdxido (O27) en la hipertensién (18,19).

Este péptido actla también como un factor de crecimiento. En particular, este
estimulo proliferativo e hipertréfico en las células vasculares del masculo liso ocurre

por medio de la activacion de receptores AT, (20,21).

La Ang Il también tiene efectos directos o indirectos sobre el corazén, los cuales
afectan a la frecuencia cardiaca, la contraccion y el crecimiento celular, induciendo
cambios en la forma, composicidn y tamafio de este 6rgano. Estos cambios llevan a un

proceso llamado remodelado cardiaco, con alteraciones que incluyen hipertrofia,
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acumulo de colageno intersticial y perivascular que provocan fibrosis cardiaca y

proceso de muerte celular miocardica (22).

Los efectos promotores del crecimiento inducidos por Ang Il estan mediados por
diferentes factores como el factor de crecimiento de los fibroblastos, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), factor de crecimiento transformante de tipo beta (TGF-B) y factor de

crecimiento del tejido conjuntivo (18).

Ang Il provoca apoptosis de células musculares que se reduce bloqueando los
receptores AT;. En los vasos, en situaciones de agresion cardiaca provocada por la Ang
I1, también se identifican citocinas inflamatorias en los tejidos y en la circulacién, en

especial el TGF-B, por la activacion del receptor AT; (23,24).
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Figura 4. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Adaptada de la referencia 16.
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» Repercusiones organicas de la HTA

Las cifras elevadas de presion arterial no determinan ningun tipo de
sintomatologia, sin embargo la HTA va produciendo dafio en 6rganos diana como el
corazén, los vasos sanguineos y el rifion. Estos organos son los elementos més
importantes de la regulacién de la presion arterial y quizas por ello son los que sufren

de forma mas directa el impacto de la hipertension (12).

e Repercusiones cardiacas

El conjunto de alteraciones que sufre el corazén como consecuencia de HTA se
conoce como cardiopatia hipertensiva. Todos los componentes del miocardio (células,
matriz extracelular,...) se ven afectados, siendo la hipertrofia miocitaria, la fibrosis
intersticial y el remodelado de las arterias coronarias las lesiones histologicas mas
importantes. Los principales criterios de diagnostico de cardiopatia hipertensiva son la

insuficiencia cardiaca y la hipertrofia ventricular izquierda (HVI) (25).

La HVI supone un aumento de masa miocardica que no se acompafia de un
incremento paralelo de los vasos coronarios, lo cual supone una reduccién de la reserva
coronaria. La HVI es un proceso adaptativo, que constituye un mecanismo compensador
para mantener el volumen minuto adecuado, frente al aumento de la resistencia
periférica, pero cuando se sobrepasa una determinada masa critica en el ventriculo

izquierdo, se transforma en un proceso patologico (25).

e Repercusiones sobre los vasos y disfuncion endotelial

La elevacion crénica de la presion arterial se asocia a cambios en la morfologia y
funcion de los elementos del sistema vascular, dando lugar a la readaptacion vascular.
Este fendmeno relativo responde a la necesidad de mantener constante la tension de la

pared.

El endotelio, esta constituido por una Unica capa de células planas situado en la
capa intima de la pared arterial (Figura 5), lo que le permite actuar como receptor y
transmisor de sefiales entre la sangre y el musculo liso vascular, es capaz de detectar
variaciones quimicas (presion de oxigeno), mecanicas (cambios hemodinamicos de

presion) y humorales (modificaciones de factores circulantes o locales y sus
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interacciones con las plaquetas o los leucocitos), respondiendo a estos cambios,
mediante la sintesis de numerosos factores biolégicamente activos (vasoconstrictores y
vasodilatadores) que regulan la angiogénesis, las respuestas inflamatorias, la
hemostasis, asi como el tono y la permeabilidad vascular. Cuando el endotelio no
consigue modular estas funciones hablamos de disfuncion endotelial (11,26).

La pared vascular también recibe sefiales a través de los vasa vasorum (pequefios
vasos sanguineos que se encuentran alrededor de las paredes de los grandes vasos) y de

la inervacion de su capa adventicia.

intima

adventicia

Figura 5. Anatomia de la pared arterial. Adaptado de la referencia 27.

e Repercusiones sobre los rifiones

Los rifiones como consecuencia de una presion arterial elevada, pueden padecer
de varias disfunciones, tales como microalbuminuria, fibrosis tubulointersticial del
parénquima renal, isquemia renal crdnica, reduccion de la tasa de filtrado glomerular
por la pérdida de nefronas, pudiendo desencadenar insuficiencia renal cronica (12).
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3. Estres oxidativo e hipertension

La relacion entre el desarrollo de la hipertensién y el estrés oxidativo, debido a
una mayor biodisponibilidad de especies reactivas de oxigeno (ERO), una reduccién de
la capacidad antioxidante del organismo, 0 ambas circunstancias, se ha demostrado en

numerosos modelos de hipertensidn en animales y humanos (28,29).

Fisiolégicamente las ERO regulan procesos celulares, tales como la
diferenciacion, la proliferacion, la apoptosis, el ciclo celular, la migracion, la secrecion,
la organizacion del citoesqueleto, la activacion de factores de transcripciéon y la
expresion de genes. En el sistema vascular las ERO juegan un papel fisioldgico en el
control de la funcion endotelial y del tono vascular. Niveles fisiopatol6gicos de ERO
dan lugar a una serie de efectos nocivos en el organismo humano (Figura 6). En el
cerebro aumentan la produccion y liberacion de neurotransmisores vasoactivos, lo que a
su vez, puede aumentar o disminuir la resistencia vascular, un efecto que influye en la
presion arterial. En el rifion las ERO aumentan la produccion y la liberacién de muchos
agentes vasoactivos, incluyendo la Ang Il y aldosterona, lo que a su vez, influye en la
funcién cardiaca, vascular y renal a través de procesos redox-sensibles. Las ERO
influyen en procesos que estan involucrados en el remodelado vascular, disfuncién
endotelial, fibrosis e inflamacion, que son rasgos caracteristicos en la hipertension. Por
otra parte, en el corazon, las ERO también se relacionan con un aumento de la
contractilidad, fibrosis y remodelado cardiaco, dando lugar a un aumento del gasto

cardiaco y de la presion arterial (14).

Todos estos efectos de las ERO estan relacionados con el desarrollo de la
hipertension y el dafio a d6rganos diana, lo que predispone al riesgo de accidente

cerebrovascular, insuficiencia cardiaca y enfermedad renal crénica (14,30,31).
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Accidente ¢

cerebrovascular

Neurotransmisores
vasoactivos

H,0,, superdxido ,
Vasos * 22 e y Corazon

/ peroxinitrito \

Aumento de
Aumento dela contractilidad, fibrosis
resistencia periférica,

y remodelado
remodelado y fibrosis

Rifon
) —
Aumento niveles de

Ang Il y aldosterona Aumento del gasto
cardiaco

> Incremento de la PA

Enfermedad

;4 Insuficiencia cardiaca
cronica renal

Figura 6. Estrés oxidativo sistémico en los seres humanos: implicaciones en
hipertension. Adaptado de la referencia 14.

En las células hay mdultiples fuentes celulares de formacion de ERO y diferentes
enzimas que las producen en funcion de diversas circunstancias. Ademas de la cadena
respiratoria en las mitocondrias, los radicales O, pueden producirse por la
ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa, el citocromo Paso, la xantina-oxidasa (XO), la
NO sintasa endotelial (eNOS) desacoplada y la nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato-oxidasa (NADPH-oxidasa) (Figura 7). EI O, se puede convertir en perdxido de
hidrégeno (H,0,) por la enzima superoxido dismutasa (SOD). Posteriormente el H,0,
puede convertirse espontaneamente en radical hidroxilo (OH’) extremadamente reactivo
a través de la reaccion de Fenton. EI H,O, puede también transformarse a través de la
glutation peroxidasa (GSH), catalasa o tiorredoxina peroxidasa a H,O y O,. La

mieloperoxidasa (MPO) puede utilizar H,O, para oxidar el cloruro a acido hipocloroso
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oxidante (HOCI) que puede clorar y asi inactivar diferentes biomoléculas incluyendo las
lipoproteinas o L-arginina, el sustrato de eNOS. Ademas de la generacion de HOCI,
MPO también puede oxidar (y por lo tanto inactivar) el 6xido nitrico (NO) a nitrito
(NOy) en los vasos (32-34).

NADPH-oxidasa: numerosos estudios han identificado una oxidasa asociada a la
membrana plasmatica como la principal fuente de ERO en los vasos, situada tanto en el
endotelio como en las capas media y adventicia. La activacidn de esta enzima produce
gran cantidad de sefiales intracelulares que pueden desembocar en disfuncion endotelial,
proliferacion de las células del musculo liso vascular, expresion de genes pro-

inflamatorios y sintesis de la matriz extracelular (34-36).

La actividad y la expresion de la NADPH-oxidasa estd regulada por citocinas,
hormonas y factores fisicos tradicionalmente implicados en la patogénesis de la
enfermedad cardiovascular. En particular, la Ang Il es un importante activador de la
NADPH-oxidasa vascular e induce también un aumento en la expresion de sus
subunidades, tanto en células endoteliales como musculares. Asi, mediante la infusion
continua de Ang Il en ratas, se observa como la produccion vascular de O, y la

actividad de la NADPH-oxidasa se ven notablemente incrementadas (34,36,37).

XO: es una oxido-reductasa que cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina
durante el metabolismo de las purinas. Reduce el oxigeno molecular para formar
radicales O,y H,0, (34,38).

eNOS desacoplada: la eNOS puede generar O, en lugar de NO cuando hay
deficiencias en la concentracion de su sustrato, L-arginina, o de su cofactor, BH,. Este
cofactor es fundamental para la actividad de la eNOS pues estabiliza la enzima en su
forma dimérica y participa en los procesos de transferencia de electrones durante los
procesos cataliticos. Su ausencia produce cambios en la eNOS, se altera su estructura
como dimero y se favorece la generacion de O, (34,39,40).

Fisiologicamente, la generacion de ERO estd estrechamente regulada por
antioxidantes celulares enddgenos, que incluyen SOD, catalasa, tiorredoxina, glutation,
y vitaminas antioxidantes como se indicO anteriormente y se presenta en la figura 7
(34).
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peroxidase

NADPH
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Xanthine
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Uncoupled
eNOS

\\3//

Figura 7. Enzimas implicadas en la generacion y la inactivacion de las especies
reactivas de oxigeno. Adaptada de la referencia 34.

En los ultimos afios se han descrito una serie de asociaciones entre diferentes
estados patolégicos como la hipertension, la arteriosclerosis o la diabetes con una mayor
produccion de ERO, en particular de radicales O;,", por parte de la NADPH-oxidasa
(41).

En el organismo humano, como consecuencia del metabolismo celular normal, se
producen radicales libres que pueden interaccionar con los lipidos séricos y tisulares
provocando su peroxidacion. Esta peroxidacion lipidica juega un papel importante en la

patogénesis de diversas enfermedades, como la hipertension (42,43).
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4. Licopeno

Un gran namero de ensayos epidemioldgicos, clinicos y farmacolédgicos sugieren
que dietas que contienen concentraciones significativas de antioxidantes naturales
reducen la presion arterial y el riesgo cardiovascular (44-46). Antioxidante es una
substancia que, a concentraciones bajas en el organismo, es capaz de prevenir o retrasar
significativamente la oxidacion de substratos susceptibles, o sea evita el dafio causado

por los radicales libres, ayudando en la prevencion del estrés oxidativo (47).

Los tomates, principalmente la piel, y sus productos derivados son las mayores
fuentes naturales de licopeno y se consideran una fuente importante de carotenoides en
la dieta humana. Normalmente los tomates contienen entre 3 y 5 mg por 100 gramos de
material crudo. Otras fuentes de licopeno son la sandia, la guayaba rosa, el pimento rojo

y la papaya (48,49).

El licopeno cuya formula molecular es C4oHsg, €s uno de los 600 carotenoides
encontrados en la naturaleza y uno de los 25 encontrados en el plasma y tejidos
humanos. Es un carotenoide responsable de la coloracién roja de varias frutas y
hortalizas que se sintetiza exclusivamente por microorganismos y plantas y que carece
de actividad pro-vitamina A por no contar con la estructura de anillo B-ionona (Figura
8) (49).

Figura 8. Estructura quimica del licopeno.
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El licopeno, al igual al resto de los carotenoides, posee una estructura basica
poliisoprenoide cuya masa molecular es de 536,85 Da, constituida por una larga cadena
de dobles enlaces conjugados caracterizado por una estructura simétrica y aciclica de 40
carbonos, lo que le proporciona sus colores caracteristicos y sus propiedades
antioxidantes (49).

Varios estudios epidemioldgicos han mostrado que el consumo de tomate puede
prevenir el desarrollo de eventos cardiovasculares (infarto agudo de miocardio y

enfermedades cerebrovasculares) y ciertos tipos de cancer (50-55).

El mecanismo propuesto del papel del licopeno en la prevencién de estas

enfermedades cronicas se presenta en la figura 9.
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Figura 9. Papel del licopeno en las enfermedades cronicas (48).
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Respecto a los mecanismos de proteccion de las ECV se ha observado que el
licopeno presenta las siguientes acciones: antiagregante plaquetaria in vivo e in vitro al
inhibir la agregaciéon inducida por adenosin difosfato (ADP) y coldgeno, accion
protectora del endotelio por su accion antioxidante al neutralizar las ERO reduciendo el
dafio oxidativo y acciones antioxidantes y antiaterogénica reduciendo la peroxidacion de
los lipidos y la oxidacién de las LDL, disminuyendo los indices de LDL-colesterol.
También se ha demostrado que estas moléculas con capacidad antioxidante son
importantes en la prevencion de los procesos oxidativos que se desencadenan en la
oncogénesis, a través las siguientes actividades: antioxidante, activacion de la apoptosis,
disminucion de la proliferacion celular y disminucién de la angiogénesis y metastasis
(56).
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Con todos los datos de mortalidad y morbilidad referidos anteriormente y
sabiendo que la Ang Il es un péptido que estd implicado en el proceso hipertensivo, nos
planteamos estudiar el efecto del licopeno en el desarrollo de la hipertension y en la
prevencién y/o reversion de alteraciones asociadas a este estado patol6gico, en un
modelo de hipertension animal inducido por Ang II.

Nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar los efectos del tratamiento con licopeno sobre la presion arterial en ratas
hipertensas por infusion de Ang II.

2. Investigar los efectos del tratamiento sobre el remodelado cardiovascular

ocasionado por el proceso hipertensivo.

3. Investigar los efectos del tratamiento sobre la reactividad vascular, tanto de vasos

de conductancia (arteria aorta) como de resistencia (arterias mesentéricas).

4. Determinar el efecto del tratamiento sobre el estrés oxidativo.
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1. Disefio experimental

Los experimentos se han realizado teniendo en cuenta las disposiciones legales
existentes referidas a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y

otros fines cientificos:

a) Real Decreto 1201/2005. BOE 21 octubre 2005.
b) Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de
septiembre de 2010.

Se utilizan ratas Wistar procedentes del Servicio de Experimentacion Animal de
la Universidad de Salamanca. El estudio comienza cuando los animales tienen 7
semanas de vida. Durante 1 semana se controla el peso y la ingesta de agua, datos que
sirven posteriormente para calcular la concentracion de licopeno que hay que preparar

para administrar la dosis deseada (10 mg/kg/dia).

Después de este periodo los animales se anestesian con pentobarbital sédico (60
mg/kg, i.p.) y a continuacion se procede a la implantacion subcutdnea de una
minibomba osmoética (MO) (Modelo 1002, Alzet, CA, USA). Para ello se realiza una
pequefa incision de la piel en la regidn dorsal y se introduce este dispositivo capaz de
liberar de manera constante, mediante un mecanismo de intercambio osmético, su
contenido a velocidad controlada. Para este estudio se utilizaron MO que se rellenan con
Ang Il disuelta en una solucion de éacido acético 0,01 N en suero fisioldgico.
Seleccionamos la dosis de Ang Il de 288 pg/kg/dia segln referencias de trabajos

experimentales previos de nuestro grupo (57).

El licopeno (Redivivo®, DMS NUTRICIONAL PRODUCTS, Suiza.
Suministrado por la delegacion de México), se administra disuelto en el agua de bebida,
ajustando la concentracién semanalmente en funcion del peso corporal y el consumo
diario de agua. La disolucion de licopeno se protege de la luz en frascos topacio para

evitar su degradacion.
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Los animales se distribuyeron en los siguientes grupos experimentales:

¢+ Control. Ratas Wistar sometidas a la intervencion quirlrgica necesaria para
implantar la MO (n=7).

< Ang Il. Ratas Wistar que reciben una infusion de Ang Il (288 pg/kg/dia)
mediante una MO implantada durante 2 semanas (n=7).

% Ang lI+L. Ratas Wistar que reciben una infusion de Ang Il (288 pg/kg/dia)
mediante una MO implantada durante 2 semanas y durante este periodo reciben

en el agua de bebida el tratamiento con licopeno (10 mg/kg/dia) (n=7).

Una vez finalizados los tratamientos, las ratas se anestesian con pentobarbital
sodico a la dosis de 60 mg/kg por via intraperitoneal y se extraen muestras de sangre a
partir del seno orbital. A continuacion los animales se sacrifican y se procede a la
extraccion de la arteria aorta y del arbol vascular mesentérico, para la realizacion de
estudios de funcionalidad. También se extraen el corazon y los rifiones que se pesany se
congelan a -80°C para determinaciones posteriores. Durante el procesamiento de los
Organos estos se mantienen en solucién Krebs a 4 °C, cuya composicion se detalla en el

anexo.
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2. Control de la presion arterial sistélica

La presion arterial sistolica (PAS) se mide en la arteria caudal mediante un
metodo incruento. Este método tiene la ventaja de ser simple, reproducible, no
traumatico y ademas permite trabajar con el animal despierto. Para obtener buenos
resultados es conveniente habituar al animal a este tipo de manipulacion antes de
realizar las medidas definitivas, para lo cual a los animales se les mide la PAS al menos
una semana antes del inicio de los tratamientos. Las medidas se realizan a la misma hora
y en el mismo lugar, con una temperatura, ruido y limpieza adecuados para el bienestar
de los animales.

Se utiliza un equipo CODA non-invasive blood pressure system (Kent Scientific
Corporation, USA) que mediante un software y un equipo informéatico adecuado
permite la obtencion de valores de PAS (Figura 10). Las ratas se sitlan en un cepo de
manera que la cola quede libre para poder colocar el manguito y el transductor que mide
el volumen de sangre en la arteria caudal. El equipo dispone de una plataforma de
temperatura controlada que permite la dilatacion de la arteria caudal para captar mejor

la sefial.

Se determina el valor de PAS justo antes de comenzar el tratamiento y a los 7 y 14 dias

después del comienzo del mismo.

Los resultados relativos a la PAS se expresan en mmHg.
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Figura 10. Detalle de un registro original de la presion arterial.
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3. Peso corporal

Semanalmente se controla el peso de los animales, este valor sirve para realizar el
ajuste de la concentracion del farmaco segun la dosis deseada y para evaluar los efectos
del tratamiento sobre este parametro. EI peso en el momento del sacrificio se utiliza

para la obtencién de diversos indices de hipertrofia.

4. Estudios morfo-histologicos en corazén y rifion

4.1 Hipertrofia cardiaca y renal

Con el fin de evaluar el efecto de licopeno sobre dos de los 6rganos que se ven
mas afectados por la hipertension, el corazén y los rifiones, se evalla la hipertrofia

cardiaca y la hipertrofia renal.

Después de sacrificar los animales se extrae el corazon y el rifion izquierdo, el
corazén se coloca inmediatamente en Krebs a 37 °C, aireado con carbdgeno para
mantener el latido y eliminar los restos de sangre y posteriormente se coloca en Krebs
frio. Se eliminan cuidadosamente los restos de tejido graso, se separan las auriculas, se
diseccionan el ventriculo derecho y el izquierdo dejando el septum interventricular
como parte del ventriculo izquierdo. Sobre un papel de filtro se elimina el exceso de
liquido y se pesa. Con el rifidn se procede de igual forma después de separar la grasa
que lo rodea.

La relacion entre el peso del ventriculo izquierdo o del rifion y el peso corporal

se utiliza como indice de HVI o hipertrofia renal (HR) respectivamente.

4.2 Fibrosis cardiaca

Una seccidn transversal del ventriculo izquierdo se fija en formol tamponado al
4%. Posteriormente se envian las muestras al Laboratorio de Histologia del Servicio de
Patologia Molecular y Banco de Tumores del Centro de Investigacion del Cancer (CIC),
Universidad de Salamanca, donde se hace la inclusion de los tejidos, los cortes de 4-5

pum y la tincion con rojo sirio. Estos cortes se observan al microscopio optico (Olympus
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BX51, Japon) y las imagenes se captan mediante una camara de alta resolucion
(Olympus DP70, Japon). Las imagenes tomadas con un objetivo de 20X se utilizan para

la determinacién de la fibrosis intersticial.

En los cortes tefiidos con rojo sirio el colageno aparece de color rojo. Se
determina el colageno intersticial utilizando el programa Adobe Photoshop CS2
(Microsoft). Se contabilizan los pixeles que ocupa el area de fibrosis y los que ocupa la

imagen completa de un minimo de 5 imagenes por corte.

La fibrosis cardiaca se expresa como % del area de fibrosis con respecto al area

total de la imagen.

5. Determinacién de colageno en corazon

El proceso de formacion de colageno se inicia a partir de una molécula con
estructura de triple hélice, con una secuencia de aminoacidos que se repite: glicina-
prolina-hidroxiprolina, y un peso molecular de 300.000 Da (58). El contenido en prolina
es mayor que en otras proteinas y la 4-hidroxiprolina es un aminoacido exclusivo del
colageno, por ello la cuantificacion del colageno de los tejidos puede hacerse de forma

indirecta determinando el contenido de hidroxiprolina.

El método utilizado para la cuantificacion de la hidroxiprolina en corazén se basa
en la técnica descrita por Fort y cols. (59), modificado por Jamall y cols. (60). Esta
técnica consiste en la liberacion de hidroxiprolina de los homogeneizados tisulares por
hidrolisis acida. La hidroxiprolina libre se oxida por la cloramina T y la adicion de
reactivo de Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldehido) da lugar a la formacién de un

croméforo cuyo maximo de absorcion estd en 560 nm.

El tejido se homogeneiza en agua destilada obteniendo una relacion peso/volumen
del 10%. A continuacion se mezcla una alicuota del homogeneizado con HCI 12 N en
proporcién 1:1 y se hidroliza durante 24 horas a 115 °C en un termobloque (Stuart
SBH200D/3, Bibby Sterrilin LTD, UK).

Se toman 100 pL del hidrolizado y se afiaden 100 uL de NaOH (6 N) y 1000 pL
de isopropanol al 50%. A continuacion se afiaden 200 pL de cloramina T (23,24 mM) y
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después de 5 minutos se afiaden 460 pL del reactivo Ehrlich (1,66 M). La mezcla
obtenida se incuba durante 30 minutos a 60 °C y finalmente se lee la absorbancia a 560
nm. La concentracion de hidroxiprolina en cada muestra se determiné a partir de una

recta patron elaborada con concentraciones conocidas de hidroxiprolina.

El contenido de colageno se expresa en pg de hidroxiprolina/g tejido.

6. Estudios morfo-histol6gicos en arteria aorta

Las muestras de aorta se fijan en formol tamponado al 4% y se procesan de forma
similar a como se describe para el ventriculo izquierdo en el apartado 4.2.

Una vez realizada la tincion, los cortes se observan al microscopio éptico
(Olympus BX51, Japon), ajustando el objetivo a 4X para cada muestra de modo que se
obtenga una vision completa de los anillos de aorta. Las imagenes se captan con la
ayuda de una cdmara de alta resolucion (Olympus DP70, Japon) adaptada al sistema y
posteriormente, utilizando el programa de procesamiento de imagen, Imaged (US

Nacional Institutes of Hearth), se miden los siguientes parametros:

Area interna (A;), area del lumen del vaso.
Area externa (A.), area delimitada por el margen exterior de la capa media.

Grosor de la capa media (Wp).

Cada medida se realiza por duplicado por un mismo observador, dando como
valor de medida la media de ambos valores. A partir de estos valores se calculan los

siguientes pardmetros morfométricos:

Avrea seccional de la capa media. CSAR=(A¢-A))
i . |Ai

Radio lnterno.Rlz\/;

Lumen. L=(2xR;)

Los resultados para el lumen y el grosor de la capa media se expresan en pmy

para el &rea seccional de la capa media en mmZ.
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7. Estudios de funcionalidad en arterias mesentéricas

Para los estudios de funcionalidad en arterias mesentéricas se utilizé un midgrafo
de alambre (Multiwire Myograph System, DMT Modelo 610M, Dinamarca) (Figura
11). Despues de extraer el mesenterio se localiza la tercera rama del arbol vascular
mesentérico y se procede a la eliminacion del tejido conectivo y graso que rodea esta
arteria y, a continuacion, se corta en anillos de aproximadamente 2 mm de longitud. A
través de la luz de cada segmento se introducen dos alambres de acero inoxidable de 40
pum de didmetro, uno se coloca en la parte fija correspondiente al transductor, mientras
que el otro se une a la parte movil, que a su vez esta unida a un tornillo micrométrico.
Una vez que los anillos estdn montados en los bafios, con solucién Krebs a 37 °C y
aireados con carbdgeno (95% O, y 5% CO», Air Liquide Espafia SA., Espafia), se deja
un periodo de estabilizacion de 20-30 minutos y posteriormente, se normalizan a una

tension equivalente a 90 mmHg segun la técnica descrita por Mulvany (61).

\ |
_;{J iy ";T.L.‘fv\"
e e | HRe

- oMY |
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| J

Figura 11. Aislamiento y montaje de arterias mesentéricas en el
miografo de alambre.
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Después de 15 minutos de estabilizacion se comprueba la funcionalidad del tejido
afiadiendo al bafio una solucidn hiperpotésica (KPSS, 120 mM) cuya composicion esta
descrita en el anexo. La respuesta contracturante se registra durante 5 minutos, después
a continuacion se lavan los anillos varias veces y se dejan estabilizar durante 20 minutos
para que recuperen la tension basal. En este momento se procede a la realizacion de los

siguientes experimentos:

e Curvas concentracidn-respuesta a agentes relajantes
Previa contraccion de los anillos con fenilefrina (FE, 10° M) y una vez alcanzada
una meseta de contraccion estable, se realizan curvas acumulativas concentracion-
respuesta de los siguientes agentes relajantes: acetilcolina (ACh, 108-10* M), cuya
accion relajante es endotelio dependiente o nitroprusiato sédico (NTP, 108-10* M)

cuya accion relajante es independiente de la presencia del endotelio (Figura 12).

Curva concemramén-respuesta

FE10°M

Canal 1 (mN)

1:56:40 2:05:00 2:13:20

Figura 12. Registro original de una curva de relajacion con ACh en arteria
mesentérica de rata precontraida con FE.

e Curvas concentracion-respuesta a agentes contracturantes
Se afiaden al bafio, de forma acumulativa, concentraciones crecientes de FE (10°-
3x10™ M), antes de afiadir la siguiente concentracion, se espera el tiempo suficiente para

obtener una meseta estable de contraccion, como se muestra la figura 13.
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Figura 13. Registro original de una curva de contraccion a FE en arteria
mesentérica de rata.

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajacion frente a la
respuesta contractil obtenida con FE. La respuesta a FE en las curvas de contraccién y

a KCl se expresa en mN.

En todas las curvas concentracion-respuesta se obtuvo el Emax (valor de efecto
maximo) y pD; (logaritmo cambiado de signo de la concentracion del agonista que
provoca el 50% del efecto maximo (-log ECsp)). Este ultimo parametro se obtiene
mediante el ajuste de las curvas a un modelo logistico no lineal, utilizando el programa

Graph Pad Prism version 5.0 (GraphPad software Inc,USA).

8. Estudios de funcionalidad en arteria aorta

Se utilizan bafios para 6rgano aislado como el que se presenta en la figura 14.
Poseen una doble pared de vidrio delimitando una camara, que a su vez se encuentra
conectada a un circuito cerrado por cuyo interior circula agua mantenida a una
temperatura constante de 37 °C, mediante una bomba termostatica (TECTRON 4373200
Selecta, Espafia). La parte inferior del bafio tiene un orificio a través del cual se hace
llegar de manera controlada la cantidad deseada de carbdgeno. El interior del bafio
contiene una cantidad conocida de liquido nutricio que asegura la inmersion completa

del tejido. Este liquido se elimina por una salida situada en la pared inferior de la copa e
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inmediatamente se rellena con solucién nutricia nueva a 37 °C, de forma que los

cambios de temperatura sean minimos.

Una vez extraida la arteria aorta se procede a la eliminacion del tejido conectivo y
graso que la rodea, cortdndola en segmentos de 3 mm mediante un sistema de cuchillas
ideado en nuestro laboratorio. A través de la luz de los anillos se introducen dos
alambres finos de acero inoxidable y se colocan en los bafios que contienen 5 mL de
solucién Krebs oxigenada. Uno de los alambres se fija al bafio de 6rganos y el otro se
conecta al transductor isométrico (UF-1, Harvard Apparatus Inc., USA). Los cambios
de tension se registran mediante un sistema de adquisicion de datos PowerLab/800 (AD

Instruments, Reino Unido).

Todos los anillos se someten a una tensién de 2 g y se dejan estabilizar 1 hora,
renovando la solucion nutricia cada 30 minutos. Si es necesario, la tension se reajusta a
2 g. En este momento se realizan curvas concentracion-respuesta a ACh (10%-10* M) y
NTP (10°-10" M) en arterias precontraidas con FE (107 M) y curvas de contraccion
con FE (10°-3x10° M).

Transductor

Agua 37 °C

L 4

Carbogeno

Drenaje 5 q_l

Figura 14. Bafo de 6rganos y transductor isométrico.
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El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajacion frente a la
respuesta contractil obtenida con FE. La respuesta a FE en las curvas de contraccion

se expresa en mg de contraccion.

9. Determinacion de indicadores de estrés oxidativo

9.1 Peroxidacion lipidica

La determinacion de la peroxidacion lipidica se puede llevar a cabo por la medida
de los aldehidos reactivos formados por la descomposicion de los peroxidos lipidicos.
El malondialdehido (MDA) es el aldehido méas importante obtenido en la dicha
degradacion. EI método del TBARS es el mas utilizado para valorar la peroxidacion
lipidica, se basa en la capacidad del MDA para reaccionar, a pH acido y alta
temperatura, con el acido tiobarbitarico (TBA) dando un producto coloreado que se

cuantifica espectrofotométricamente.

Con el fin de determinar el grado de peroxidacion lipidica en los distintos grupos

de ratas, determinamos la produccion de MDA en plasma.

La concentracion plasméatica de MDA se determind siguiendo el método de
Ohkawa y cols. (62). El procedimiento consiste en mezclar el plasma con suero
fisioldgico (1:1). A continuacion se afiaden 2 mL de una solucion que contiene acido
tricloroacético al 15%, TBA al 0,37% y HCI 0,25 N. Después de incubar 30 minutos a
90 °C, se ponen las muestras en hielo durante 10 minutos para parar la reaccion, se
centrifuga a 3000 r.p.m durante 25 minutos y se recoge el sobrenadante para,
finalmente, leer la absorbancia a 535 nm. Para calcular la concentracidn plasmatica de
MDA se utiliza su coeficiente de extinciéon molar (1,56x10°> M™*x cm™). EI MDA se

utiliza como patron.

La concentracion plasméatica de MDA se expresa en nmol/mL de plasma.
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9.2 Determinacion del anion superoéxido

El anidén superoxido se puede cuantificar mediante quimioluminiscencia con
lucigenina (Luc). Este método se basa en la formacion de un cation de lucigenina (LC")
en presencia de O,", a partir del cual se forma un dioxetano de lucigenina (LCO)
también en presencia de O,", posteriormente para estabilizar la lucigenina, el dioxetano
cede su energia en forma de ondas electromagnéticas que pueden medirse por un

fotoamplificador y un fotodetector, de acuerdo a las siguientes reacciones:

0, + Luc —> LC +0,
LC +0, —> LCO,

LCO, —> 2-N metilacridona + hv

La principal fuente de produccion de O, en el sistema cardiovascular es la
NADPH-oxidasa. Con el fin de determinar el efecto del tratamiento con licopeno sobre
la actividad de esta enzima se han llevado a cabo ensayos preliminares en
homogeneizados de rifion. Las muestras de rifion se homogeneizan en tampén ROS (1
mL ROS/100 mg tejido), cuya la composicion se detalla en anexo. 10 pL de las
muestras se incuban en un tubo especial para luminémetro con ROS a 37 °C, durante 15
minutos, con oxigenacion continua y en presencia de dietilditiocarbamato de amonio
(DDC, 102 M) para inhibir la SOD. A continuacién se afiade lucigenina (5 pM) y
NADPH (10* M) y se lee la luminescencia en un luminémetro (LB-9507 LUMAT,

Berthold Technologies, Alemania) a intervalos de 10 segundos durante 400 segundos.

Con las muestras del homogeneizado de rifion se procede a la determinacion de
proteinas mediante el método de Bradfort utilizando una recta patron elaborada con

concentraciones conocidas de albumina.

Los resultados del experimento se expresan en unidades relativas de
luminiscencia (URL) con respecto a la cuantidad de proteinas del tejido (URL/ug

proteinas).

38



Metodologia

10. Expresién y analisis estadistico de los resultados

Todos los resultados se expresan como media aritmética * el error estandar de la
media (EEM) de un minimo de 4 experimentos. Para comparar los valores obtenidos
entre los diferentes grupos se realiza un analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos
vias segln corresponda, seguido del test de Bonferroni, considerandose deferencias

significativas cuando p<0,05.
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1. Control de la presion arterial sistélica y peso corporal

En los animales que recibieron la infusion continua de Ang Il observamos un
incremento gradual de los valores de PAS de 120 + 2 a 208 + 5 mmHg mientras que en
los animales control la presion arterial no se modificd durante las 2 semanas que duro
este estudio. El tratamiento con licopeno redujo significativamente el incremento de la
PA provocada por Ang Il (Figura 15).

La Tabla 3 muestra los resultados correspondientes a la evolucién del peso
corporal en los diferentes grupos experimentales. La ganancia de peso fue similar en el
grupo control y en el tratado con licopeno. En el grupo Ang Il los animales mostraron

menor incremento durante la segunda semana.

Un meta analisis realizado por Ried y cols. (52) demuestra una ligera accion
antihipertensora del licopeno en individuos que presentaban valores de presion arterial
superiores a 140 mmHg. En nuestro estudio el tratamiento retrasé significativamente el
efecto de la infusién de Ang Il sobre el incremento de la presion arterial sistolica lo que

puede resultar beneficioso para prevenir los dafios asociados a la hipertension.
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Figura 15. Evolucion de la presion arterial sistolica (PAS, mmHg) a lo largo del estudio

en ratas Wistar control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y

tratadas con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L). *p<0,05 vs control,

#p<0,05 vs Ang II.

Tiempo
(dias)
0 256 £ 4 258 +3 253+3
o [mees [ mees [ e |
14 305+6 286+ 6 * 294+ 6

Tabla 3. Peso corporal (g) a lo largo del estudio en ratas Wistar control, ratas Wistar

con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas con licopeno a la dosis de 10

mg/kg/dia (Ang 11 + L). p<0,05 vs control.
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2. Estudios morfo-histologicos en corazén y rifion

» Hipertrofia cardiaca y renal

Como muestra la figura 16 A, la relacién entre el peso del ventriculo izquierdo
(V1) vy el peso corporal aumentd un 33% tras la infusion de Ang Il (2,46 + 0,05 mg/g),
comparando con el grupo control (1,85 £ 0,09 mg/g), lo que nos indica el desarrollo de

hipertrofia cardiaca.

A pesar de no observar diferencias significativas en los pesos de los rifiones en los
3 grupos (Control, 884 + 30 mg; Ang Il, 896 £ 18 mg; Ang Il + L, 842 = 30 mg), la
figura 16 B muestra un incremento en la hipertrofia renal, debido a la disminucion del

peso corporal provocada por la infusion de Ang I1.

El tratamiento con licopeno evitd significativamente el incremento de estos

indices, obteniendo resultados similares a los del grupo control.

> Fibrosis cardiaca

En nuestros experimentos pudimos comprobar que la infusion de Ang Il produce
un incremento muy importante de la fibrosis cardiaca, como podemos apreciar en las
imagenes de los cortes histoldgicos tefiidos con rojo sirio y en la grafica que muestra la
cuantificacion del area de fibrosis (Figura 17). La administracion de licopeno produjo

una reduccidn significativa del % de la fibrosis cardiaca en relacion con el grupo Ang I1.
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3. Determinacion de colageno en corazon

Los resultados de este trabajo muestran que la infusion de Ang Il incrementé la
concentracion de hidroxiprolina cardiaca, o sea un aumento en la deposicion de
colageno, comparando con el grupo control. En los animales que reciben tratamiento
simultdneo con licopeno este incremento es menos importante mostrando una
disminucion significativa respecto al grupo de Ang Il de los niveles de hidroxiprolina

como se observa en la figura 18.

4. Estudios morfo-histolégicos en arteria aorta

Nuestros resultados en arteria aorta indican que la infusion crénica de Ang Il
provoca un incremento significativo del lumen, Wp,, y CSAn. El tratamiento con
licopeno previene los cambios provocados por la Ang Il sobre estos parametros como se

muestran en las figuras 19 y 20.
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Figura 16. Hipertrofia ventricular izquierda (HVI, mg/g) (A) e hipertrofia renal (HR,
mg/g) (B) en ratas Wistar control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang

I1) y tratadas con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L). . p<0,05 vs control,

#p<0,05 vs Ang 1.
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Figura 17. Imégenes representativas de cortes histoldgicos de ventriculo izquierdo
tefiidos con rojo sirio (A) y cuantificacion de fibrosis intersticial (%) en corazon (B) de

ratas Wistar control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas
con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang 11 + L). ) p<0,05 vs control, * p<0,05 vs
Ang 1.
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Figura 18. Niveles de hidroxiprolina (OH-Pro, pg/g tejido) en corazon de ratas Wistar
control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang I1) y tratadas con licopeno

a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang 1l + L). i p<0,05 vs control, *p<0,05 vs Ang I1.

Control

Figura 19. Imagenes representativas de cortes histologicos, tefiidos con rojo sirio, de
secciones transversales de arterias aortas de ratas Wistar control, ratas Wistar con MO
de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia
(Ang Il +L).
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Figura 20. Grosor de la capa media (Wny, pum) (A), area seccional de la capa media
(CSA,, mm) (B) y lumen (um) (C) de arterias aortas de ratas Wistar control, ratas
Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas con licopeno a la dosis de

10 mg/kg/dia (Ang Il + L). - p<0,05 vs control, *p<0,05 vs Ang I
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Estd demostrado que la hipertension es el factor de riesgo etiolégico mas
importante en la aparicion de infarto y otras patologias cardiovasculares (63). En los
procesos hipertensivos se produce una sobrecarga de presion que conduce al desarrollo
de hipertrofia cardiaca. Sabemos que la Ang Il incrementa los valores presion y posee
efectos troficos que favorecen el desarrollo de hipertrofia cardiaca y renal (64). En
nuestro estudio comprobamos que estas alteraciones se producen como consecuencia de
la infusién de Ang Il sobre el corazdn, pero no sobre el rifion. El licopeno muestra un

efecto protector significativo sobre la hipertrofia cardiaca.

Como respuesta al estrés mecanico o metabolico, el miocardio sufre un
remodelado estructural que consiste en hipertrofia de los cardiomiocitos y fibrosis
intersticial y perivascular. La fibrosis miocérdica es el resultado de una deposicién
exagerada de colageno tipo I y tipo Il como consecuencia del predominio de la sintesis
sobre la degradacion de moléculas de colageno. Existen diversas vias potenciales que
median los efectos profibréticos de la Ang Il en el corazon. Lijnem y cols, han
demostrado que la Ang Il estimula la produccion y secrecién de colageno en cultivos
celulares de fibroblastos cardiacos a traves de la activacion de los receptores AT1 (65).
La interaccion entre Ang Il y el receptor AT, localizado en los fibroblastos cardiacos da
lugar a la hiperplasia de éstos, a la activacion de las vias biosintéticas del colageno y a
la inhibicion de las vias de degradacion del mismo. Estudios mas recientes, sugieren que
la fibrosis representaria la respuesta reparadora a la inflamacion miocéardica inducida
por Ang Il al interaccionar con los receptores AT; presentes en las células de la
vasculatura cardiaca (66,67). Estudios “in vivo” también demuestran que la infusion
cronica de Ang Il incrementa la fraccion de colageno ventricular (68). Resultados
previos de nuestro grupo y los obtenidos en este trabajo demuestran la actividad
profibrética de la Ang 11y la capacidad de licopeno y otros compuestos con propiedades

antioxidantes para evitar los efectos perjudiciales provocados por este péptido (57,69).

Yue y cols., en estudios realizados en cultivos celulares de cardiomiocitos de
ratones sometidos a hipoxia/reoxigenacion demuestran que el tratamiento de las células
con 5 UM de licopeno tiene un efecto importante en la proteccion frente a la apoptosis y
sobre la disminucién de ERO que se generan durante el proceso isquémico (70). Por
otro lado, el trabajo realizado por Anjos Ferreira y cols. en ratas Wistar muestra que el
tratamiento con licopeno a la dosis de 5 mg/kg/dia durante 7 semanas no previene la

disfuncion sistolica ventricular izquierda ni la deposicion de colageno intersticial del
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miocardio causada por doxorrubucina (71). Los resultados que hemos obtenido en
nuestro trabajo demuestran que el tratamiento con licopeno a una dosis diaria de 10
mg/kg tiene efectos beneficiosos sobre la deposicion de colageno intersticial en el

miocardio, previniendo la fibrosis cardiaca.

Durante el proceso hipertensivo se producen cambios morfolégicos en los vasos
debido al crecimiento celular y a la proliferacion de células del musculo liso. Las
arterias de mayor calibre experimentan un remodelado hipertréfico con un incremento
del W, y CSAn que puede ir acompafiado o no de modificaciones en el lumen (72).
Nuestros resultados en arteria aorta indican un incremento de los 3 parametros tras la
infusién de Ang Il y un retraso en la evolucion, sobre todo del Wm y del CSAm, cuando
los animales recibian simultdneamente un tratamiento con licopeno. Esto coincide con
lo descrito por otros autores en estudios realizados en modelos animales y humanos
sobre el efecto del licopeno en la aterosclerosis, que demuestran que atenla el
incremento del grosor de la capa media-intima de la pared arterial y provoca un retraso
en el envejecimiento vascular en arterias cardtidas, debido al aumento de la
biodisponibilidad de NO y mejora de la funcién endotelial (73,74). Con estos resultados
podemos afirmar que el tratamiento con licopeno a la dosis utilizada en nuestro estudio
tiene efecto sobre el remodelado vascular en arterias aortas provocado por la

hipertension en este modelo experimental.

52



Resultados y discusidn

5. Estudios de funcionalidad en arterias mesentéricas

Si representamos graficamente la respuesta de las arterias mesentéricas a una
solucién hiperpotésica (Figura 21) observamos que la reactividad de estas arterias de
resistencia se ve comprometida en los animales que reciben un tratamiento con Ang I,

comparado con el grupo que no recibe ningun tipo de tratamiento.

La relajacion maxima a ACh fue significativamente menor en arterias de ratas
tratadas con Ang Il comparando con las ratas del grupo control y la relajacion maxima a
NTP fue similar para todos los grupos. El tratamiento con licopeno no produjo ninguna
mejora en la capacidad relajante dependiente del endotelio como se muestra en la figura
22 Ay en los valores de la tabla 4.

La figura 23 muestra las curvas concentracion-respuesta a FE en los tres grupos
de animales estudiados en este trabajo. Podemos observar que el tratamiento con 10
mg/kg/dia de licopeno no produjo modificaciones significativas en la respuesta
contracturante de estos lechos vasculares, aunque la respuesta maxima fue ligeramente
inferior en el grupo Ang II.

Contraccion (mN)
N

Figura 21. Contraccion a KPSS (120 mM) en arterias mesentéricas de ratas Wistar

control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang 1) y tratadas con licopeno

a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L). *p<0,05 vs control.
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Figura 22. Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (ACh, 10%-10*M) (A) y NTP
(108-10"M) (B) en arterias mesentéricas precontraidas con FE (10 M) de ratas Wistar

control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas con licopeno

a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L). *p<0,05 vs control.
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ACh NTP
Emax (%0) pD; Emax (%0) pD;
Control 88,2+2,1 73+01 | 813+28 | 64+0.2
Ang 11 747+50 | 71+02 | 801+45 | 6,8+0,2
Angll+L | 753+6,0 | 71+02 | 81,9+40 | 6902

Tabla 4. Valores de relajacion maxima (Emax) ¥ pD2 de las curvas concentracion-
respuesta a ACh y NTP en arterias mesentéricas de ratas Wistar control, ratas Wistar
con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas con licopeno a la dosis de 10

mg/kg/dia (Ang Il + L). *p<0,05 vs Control.
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Figura 23. Curvas concentracion-respuesta a FE (10°-3x10“M) en arterias
mesentéricas de ratas Wistar control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento

(Ang I1) y tratadas con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L).
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6. Estudios de funcionalidad en arteria aorta

Como muestra la figura 24 y los datos de la tabla 5, no se aprecian diferencias en
las respuestas relajantes a ACh entre los 3 grupos. Cuando el agente empleado es NTP,
se consigue una relajacion préxima al 100% en los 3 grupos. Los valores de pD, para
NTP ligeramente inferiores en el grupo Ang Il y el desplazamiento a la derecha de la
curva dosis-respuesta indican una pequefia pérdida de sensibilidad en la respuesta a este

agente.

Con respecto a la respuesta contracturante a fenilefrina, nuestros resultados

muestran que no hay diferencias significativas entre los tres grupos (Figura 25).
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Figura 24. Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (ACh, 10%-10*M) (A) y NTP
(10°-10"M) (B) en arterias aortas precontraidas con FE (107 M) de ratas Wistar
control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas con licopeno

a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L).
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NTP
Emax (%0) pD> Emax (%) pD>

Control 739+40 | 70x04 | 982+06 80+0,1

Ang 11 820£4,0 | 8436 | 978+12 76+0,1

Angll+L | 657+6,0 7008 | 99,1+05 800,

Tabla 5. Valores de relajacion maxima (Emax) Y pD2 de las curvas concentracion-
respuesta a ACh y NTP en arterias aortas de ratas Wistar control, ratas Wistar con MO
de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia
(Ang 11 + L)
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Figura 25. Curvas concentracion-respuesta a FE (108-3x10°M) en arterias aortas de
ratas Wistar control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang Il) y tratadas

con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L).
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Uno de los objetivos de nuestro estudio era determinar si el tratamiento con
licopeno podria mejorar las alteraciones en la reactividad vascular, ya que éstas son
fundamentales en el desarrollo y el mantenimiento de las enfermedades

cardiovasculares y su regresion es, hoy en dia, uno de los objetivos de la terapéutica.

Estudios llevados a cabo por Wattanapitayakul y cols. (75) y estudios anteriores
de nuestro grupo (57,69), en los que la infusion de una dosis similar de Ang Il a la
utilizada en este estudio, han demostrado una reduccion significativa en la respuesta
relajante dependiente del endotelio a ACh en el grupo tratado con Ang Il. Por otro lado,
la relajacion a NTP, una respuesta independiente del endotelio, no se ve alterada con la
presencia de Ang Il. Hecho que confirmamos con los resultados obtenidos en este
estudio en las arterias de resistencia. Sin embargo, estos datos no han sido tan
concluyentes en las arterias de conductancia como cabria esperar a la vista de lo
resultados observados tanto sobre la presidn arterial como en los estudios histolégicos.
Tampoco hemos observado cambios en la reactividad vascular tras el tratamiento con
licopeno. Aunque no esperabamos estos resultados, tampoco nos han sorprendido ya
que en los ultimos afos se han publicado varios trabajos que muestran la capacidad del
licopeno en la mejoria 0 no de la reactividad vascular. Zhu y cols. en el afio de 2011 han
mostrado que el licopeno a las dosis de 10, 30 y 60 mg/kg/dia durante 30 dias mejora la
capacidad endotelial de la arteria aorta en ratas diabéticas, aumentando la respuesta
relajante a ACh y provocando un aumento del NO (76). Estudios realizados en cultivos
de células endoteliales humanas también muestran que la exposicién de estas células a
una dosis de licopeno proveniente del tomate mejora significativamente la funcion
endotelial, por el aumento de NO y disminucion de liberacion de endotelina (77). Otros
grupos de investigacion como lo de Stangl y cols. en un estudio realizado en humanos
han observado que la ingestién de productos derivados del tomate, asociada con un
aumento significativo del licopeno en el plasma, no mejora la funcién endotelial en

mujeres posmenopausicas (78).

Con estos datos anteriores y con los resultados obtenidos en nuestro trabajo en
que la dosis de licopeno usada en el tratamiento no se mostro efectivo en la mejora de la
funcionalidad, necesitamos llevar a cabo mas estudios para confirmar y/o comprobar si
el tratamiento con licopeno mejora 0 no la disfuncion endotelial en estos lechos

vasculares, dejando asi un campo abierto para futuras investigaciones.
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7. Peroxidacion lipidica

Como se puede observar en la figura 26 los animales tratados con Ang Il poseian
niveles de MDA plasmaticos significativamente méas elevados que las ratas del grupo
control. En el grupo tratado con licopeno los niveles de MDA se incrementaron menos y
aunque no existen diferencias significativas ni frente al grupo control ni frente al grupo
tratado unicamente con Ang I, podemos inferir una ligera capacidad antioxidante y una
accién parcialmente protectora contra el estrés oxidativo. En este sentido Das y cols.
muestran en sus estudios una reduccion del grado de peroxidacion lipidica en animales
sometidos durante 3 semanas a tratamiento con una dosis de licopeno muy similar a la
usada en nuestro estudio (53). También se observa una reduccion de los niveles
plasmaticos de MDA en animales hipercolesterolémicos que reciben una alimentacion

con productos derivados de tomate (79).
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Figura 26. Niveles de malondialdehido (MDA, nmol/mL) en plasma de ratas Wistar

control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin tratamiento (Ang I1) y tratadas con licopeno

a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L). . p<0,05 vs control.
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8. Determinacion del anion superoxido

Se ha demostrado que la disfuncion endotelial y el incremento en el estrés
oxidativo observado en animales a los que se infunde Ang Il, se debe a un incremento
de la NADPH oxidasa (80). Como podemos observar nuestros resultados en relacion a
la produccién del anién O, en homogeneizados de rifion medida por
quimioluminescencia resultaron muy variables, no observando diferencias significativas
entre los grupos, aunque podemos apreciar que el grupo tratado con licopeno presenta

los valores mas bajos, como podemos observar en la figura 27.

La Ang Il juega un papel importante en la progresion de enfermedades renales
crénicas, y se ha demostrado que aumenta la generacién de las ERO en las células del
riidn (81). Como indicamos anteriormente este es un método muy variable, pudiendo
asi dejarnos algunas dudas sobre las causas de la poca evidencia de estos resultados.
Sugiriendo asi la continuacion en la investigacion por este o por otro método en la

cuantificacion del estrés oxidativo y la influencia del licopeno sobre este parametro.
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Figura 27. Produccion de anion superdxido estimulada con NADPH en
homogeneizados de rifion de ratas Wistar control, ratas Wistar con MO de Ang Il sin

tratamiento (Ang 1) y tratadas con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia (Ang Il + L).
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Conclusiones

1. El tratamiento con licopeno a la dosis de 10 mg/kg/dia reduce significativamente el
incremento de la PAS en las ratas que reciben una infusion de Ang Il y previene la
pérdida de peso de los animales durante el tratamiento.

2. La disminucion de la hipertrofia cardiovascular asi como de la fibrosis cardiaca
nos indica que la administracion de licopeno previene los procesos de remodelado

cardiaco asociados a la hipertension.

3. En los ensayos de reactividad vascular verificamos que en arterias de resistencia,
los animales que recibian infusion de Ang Il presentaron una pérdida de la
respuesta relajante dependiente de endotelio. EIl tratamiento con licopeno no

demuestra beneficios sobre este lecho vascular.

4. El licopeno ha demostrado que previene la peroxidacion lipidica, amortiguando los

efectos deletéreos del estrés oxidativo inducido por Ang II.
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Anexos

> Soluciones utilizadas

1. Solucién Krebs. Su composicion es la siguiente (mM): NaCl, 118,7; KCl, 4,7;
CaCly, 2,5; KH,POq4, 1,2; NaHCOs3, 25,0; MgSO,, 1,2; glucosa, 11,1. Una vez

gaseada con carbdgeno se ajusta el pH a 7,4.

2. Solucién KPSS. Su composicion es la siguiente (mM): KCI, 123,7; Cl,Ca, 2,5;
KH,PO,, 1,2; NaHCO3, 25,0; MgSOs, 1,2; glucosa, 11,1.

3. ROS. Su composicion es la siguiente (mM): KH,PO,4, 50 mM; EGTA, 1mM,;

Sacarosa, 150 mM.

Todas las soluciones se preparan con componentes de cualidad analisis que se

disuelven en agua ultrapura.
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Sustancias utilizadas

Agonistas. Para los estudios de funcionalidad de vasos sanguineos se preparan
soluciones madre (10-102 M) de los agonistas utilizados que se congelan en
alicuotas. Las soluciones usadas en los experimentos se preparan diariamente a

partir de éstas. Ver lista de sustancias en la parte inferior de este anexo.

El resto de sustancias utilizadas se preparan diariamente de acuerdo a las
necesidades de los experimentos y en las concentraciones mencionadas en el
capitulo de metodologia. Las sustancias usadas aparecen a continuacion:

Acido acético. Sigma-Aldrich

Acido clorhidrico. VWR

Acido tiobarbittrico. Sigma-Aldrich

Acido tricloroacético. Merck

Angiotensina Il humana. Sigma-Aldrich

Cloramina T. Sigma-Aldrich

Cloruro de fenilefrina. Sigma-Aldrich

Cloruro de acetilcolina. Sigma-Aldrich

Cloruro potasico. Merck

P-dimetilaminobenzaldeido. Sigma-Aldrich

Dinitrato de N,N'-dimetil 9,9'biacridinio (Lucigenina). Sigma-Aldrich
Acido etilendiaminotetraacético sodico (EDTA). Sigma-Aldrich
Formaldehido solucion 4%. Merck

Fosfato sodico. Panreac

Fosfato potésico. Panreac

Heparina sédica. Roche

Hidroxido de sodio. VWR

cis-4-hidroxi L prolina (OH-Pro). Fluka

Isopropanol. Panreac

Metanol. VWR

Nicotinamida adenin dinucleétido fosfato (NADPH). Sigma-Aldrich
Nitroprusiato sodico dihidratado. Sigma-Aldrich

N,N-acido dietil-ditiocarbamato de amonio (DDC). Sigma-Aldrich
Pentobarbital sodico. Sigma-Aldrich

Rojo sirio. Sigma-Aldrich

1,1,3,3, tetrametoxipropano (MDA). Sigma-Aldrich
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INTRODUCCION

La hipertension esta asociada con el estrés oxidativo y varios estudios han demostrado los efectos beneficiosos de los antioxidantes': 2, El
objetivo de este estudio fue investigar el efecto del licopeno, un antioxidante natural abundante en el tomate, sobre la hipertension y
remodelado cardiovascular inducido por la infusién de angiotensina Il (Ang II).

METODOLOGIA

Los experimentos se realizaron con ratas Wistar machos divididas en tres grupos. A dos grupos se les implanté via subcutanea una minibomba
que libera Ang Il (288 pg/kg/dia) durante 14 dias (ANG) y uno de ellos se traté con 10 mg/kg/dia de Licopeno (LYC) por via oral. El tercer
grupo, que no recibe ningun tipo de tratamiento se utilizé como control (Control). Semanalmente se midié la presién arterial sistdlica (PAS)
mediante el método incruento de medida en la arteria caudal. Al final del tratamiento, los animales se sacrificaron, y se extrajo el corazén y la

arteria aorta.

El indice de hipertrofia cardiaca se calculd dividiendo el peso del ventriculo izquierdo por el peso corporal. Los parametros de hipertrofia
vascular se determinaron en secciones de arteria aorta utilizando el programa ImageJ. Los estudios de fibrosis cardiaca se realizaron sobre
cortes histologicos del ventriculo izquierdo utilizando rojo sirio, que tifie el colageno de rojo y en homogenizados de corazén mediante la

determinacién de hidroxiprolina por espectrofotometria.

HVI (mg/g)
~

Figura 2. Hipertrofia ventricular izquierda
(HVI, mg/g) en los diferentes grupos de
estudio.

* p<0,05vs Control, * p<0,05vs ANG.

250« =& Control RESULTADOS
- ANG . . X .
_ -+ LYC * La infusion con Ang Il produjo un incremento de la
g 2004 PAS que fue significativamente menor con la
£ * administracion simultanea de licopeno (Figura 1). Las
2 150 i figuras 2 y 3 muestran los efectos del tratamiento
o / sobre la hipertrofia cardiaca y vascular provocada por
Ang Il.
1004
: z z ) En los estudios de fibrosis cardiaca el licopeno
Thspo{ias] atenu6 el efecto deletéreo de la Ang Il (Figura 4).
Figura 1. Presién arterial sistélica (PAS, mmHg) en
los diferentes grupos de estudio.
* p<0,05vs Control, * p<0,05vs ANG.
A
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Figura 4. Imagenes de cortes histolégicos (A),
cuantificacién de fibrosis (%) (B) e hidroxiprolina (C)
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