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Introduccion. Aunque existen diferentes estudios so-
bre la capacidad del endotelio de generar éxido nitrico en
la disfuncion endotelial asociada a la hipertension, el sis-
tema de la guanilato ciclasa soluble (GCs) ha sido menos
estudiado.

Objetivo. Analizar en ratas espontaneamente hipertensas
que desarrollan accidentes cerebrovasculares (SHRSP) el
nivel de expresién de la GCs en la pared vascular. También
se estudié el efecto del tratamiento con doxazosina, antago-
nista o,,-adrenérgico, sobre la expresion de la GCs en la pa-
red vascular de estos animales.

Métodos. Se utilizaron ratas SHRSP (edad, 20 sema-
nas; n = 24). Un grupo de estas ratas fue tratado con do-
xazosina (10 mg/kg peso/dia; n = 12) durante 2 semanas,
y se compar6 con ratas Wistar-Kyoto (WKY) normotensas
(n=12).

Resultados. Segmentos adrticos aislados de ratas
SHRSP presentaron una disminucion de la respuesta va-
sodilatadora al nitroprusiato sodico. La respuesta al nitro-
prusiato sédico mejord en las ratas SHRSP tratadas con
doxazosina respecto de las SHRSP sin tratamiento. La
expresion de la B,-GCs determinada por Western blot e
inmunohistoquimica estaba disminuida en las ratas
SHRSP respecto a las WKY. La administracion de doxa-
zosina aumento la expresion de GCs, particularmente en
la capa media cuando se comparara con ratas SHRSP
no tratadas.

Conclusiones. En las ratas SHRSP existe una dismi-
nucién de la expresion de B1-GCs en la pared vascular y
una reduccion en la respuesta a nitroprusiato sédico que
mejora tras la administracion de doxazosina cuando se
compara con SHRSP no tratadas. Estos resultados su-
gieren la importancia que también puede tener el sistema
de la GCs en el tratamiento global de la disfuncién endo-
telial.
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Doxazosin and Soluble Guanylate Cyclase
in a Rat Model of Hypertension

Background. Although different studies have evalua-
ted the ability of endothelial cells to produce NO in the
setting of the endothelial dysfunction associated with hy-
pertension, less it is known about the soluble guanylate
cyclase system.

Aim. To analyze the level of expression of sGC in the
vascular wall in Stroke-prone spontaneously hypertensive
rats (SHRSP). Moreover, the effect of treatment with an
o, adrenergic antagonist, doxazosin, on sGC expression
was also evaluated.

Methods. The study was performed in 24 untreated 20-
week-old SPSHR and 12 SPSHR treated orally with doxa-
zosin (10 mg/Kg bw/day; for 15 days). A group of normo-
tensive Wistar-Kyoto (WKY) rats were used as controls
(n=12).

Results. Isolated aortic segments from SHRSP sho-
wed impaired response to SNP. Doxazosin treatment pre-
vented impaired vasodilatory response to SNP. Expres-
sion of the B, sGC in the vascular wall of SHRSP
determined by Western blot and immunohistochemistry
was markedly reduced with respect to that of WKY. Doxa-
zosin treatment increased of B, sGC expression in treated
SHRSP particularly at the medium level with respect to
that of untreated SHRSP.

Conclusion. SHRSP showed reduced expression of f3,
sGC in the vascular wall and an impaired vasodilator res-
ponse to SNP which improved with doxazosin treatment.
These results suggest the role the sGC system may play
in the global treatment of endothelial dysfunction.
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INTRODUCCION

El endotelio vascular genera diferentes sustancias
vasoactivas entre las que destaca el 6xido nitrico (NO).
Una de las principales funciones del NO es regular el
tono vascular mediante la activacion de la guanilato ci-
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ABREVIATURAS

NO: Oxido nitrico.

SHRSP: ratas espontaneamente hipertensas que
desarrollan accidentes cerebrovasculares.

WKY: ratas Wistar-Kyoto.

GCs: guanilato ciclasa soluble.

PAM: presion arterial media.

NPS: nitroprusiato sodico.

DAB: diaminobencidina.

LDL: lipoproteinas de baja densidad.

GMPc: guanosin monofosfato ciclico.

clasa soluble (GCs). La GCs aumenta las concentra-
ciones intracelulares de GMP ciclico (GMPc) en las
células de musculo liso vascular, induciendo asi su re-
lajacién'?. Una segunda funcién importante del GMPc
generado en respuesta al NO es la inhibicién de la
activacion de las plaquetas®. Los nitrovasodilatadores,
como el nitroprusiato sédico (NPS), activan directa-
mente la GCs liberando NO*.

La GCs se encuentra formando un heterodimero
compuesto por dos subunidades denominadas o, y B,°.
En la actualidad, los mecanismos implicados en la re-
gulacién de la expresion y de la actividad de la GCs no
son bien conocidos. La incubacién de células de mus-
culo liso vascular en cultivo con agentes que aumentan
las concentraciones de AMPc reducen la expresion de
la GCs en la pared vascular de ratas espontdneamente
hipertensas®®.

Diversos procesos patolégicos de origen cardiovas-
cular, como la hipertension arterial, la hipercolestero-
lemia, la arteriosclerosis y la enfermedad coronaria, se
encuentran asociados con la existencia de disfuncién
endotelial®!®. La disfuncién endotelial se ha definido
como una disminucién en la respuesta vasodilatadora
endotelio y NO dependientes. Se han estudiado los
mecanismos implicados en la disfuncién del endotelio
y se ha sugerido que ésta se debe a una deficiente acti-
vidad de la enzima que genera el NO en el endotelio,
la 6xido nitrico sintasa endotelial, a la falta de cofacto-
res necesarios para la actividad de esta enzima, a la
reduccién de su expresion o incluso a una menor bio-
disponibilidad de NO debido a la concomitante forma-
cién de radicales libres'!"'3. No obstante, el sistema de
la GCs ha sido menos estudiado. En este sentido, se ha
puesto de manifiesto en algunas situaciones de disfun-
cién endotelial que no sélo ocurre un déficit en la res-
puesta que causa una vasodilatacion endotelio-depen-
diente, sino también en la endotelio-independiente a
dadores exégenos de NO®. El objetivo del presente es-
tudio fue analizar, en un modelo animal de ratas es-
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pontaneamente hipertensas que desarrollan accidentes
cerebrovasculares (SHRSP), el nivel de expresién de
la GCs y su relacion con la respuesta al NO. Ademas,
ya que el sistema nervioso simpético se encuentra esti-
mulado en situaciones de hipertensién'*!>, se determi-
no el efecto de la administracién de doxazosina sobre
la expresion de la GCs. La doxazosina es un antago-
nista o,-adrenérgico que, ademds de reducir la presién
arterial, ha demostrado modificar las concentraciones
lipidicas y tener incluso propiedades antioxidantes!'®!”.

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

El estudio ha sido realizado en ratas SHRSP macho
(n = 24) de 20 semanas de edad (Iffa-Credo, Lébresle,
Francia) y sus correspondientes controles normotensos
Wistar Kyoto (WKY, n = 12). Un grupo de SHRSP
(n = 12) fue tratado con el antagonista selectivo de
los receptores o,-adrenérgicos doxazosina (Pfizer
Pharmaceuticals, Nueva York.) en una dosis de 10
mg/kg/dia administrado en el agua de bebida, durante
2 semanas.

Los animales fueron manipulados de acuerdo con
los procedimientos aprobados por el Comité de Expe-
rimentacién Animal de la Fundacién Jiménez Diaz. La
presion arterial media (PAM) se determind en la cola
de los animales utilizando un sistema computarizado
LE 5007 Pressure Computer System (Power Lab, AD
Instruments, Castherhill, New South Wales, Australia).

Preparacion de los anillos vasculares

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital
sodico (20 mg/kg de peso). Las ratas fueron decapita-
das y se obtuvo la aorta tordcica desde el arco adrtico
hasta el diafragma. Las aortas se transfirieron a una
solucion fria de Krebs (en mmol/l 118,4 NaCl,
4,7 KCl, 2,5 Ca Cl,, 1,2 MgSO,, 25 NaHCO,, 11 glu-
cosa pH = 7,4). Las aortas se limpiaron de tejido co-
nectivo y se cortaron transversalmente en 4 anillos (de
aproximadamente 3 mm de longitud). Un segmento
superior de cada aorta fue inmediatamente congelado
en nitrégeno liquido para la posterior realizaciéon de
las técnicas de biologia molecular. Otro de los frag-
mentos se recogié en paraformaldehido al 4% para el
posterior andlisis inmunohistoquimico. Cada anillo fue
suspendido en un bafio de érganos que contenia 5 ml
de solucién de Krebs, mantenida a 37 °C y burbujean-
do con una mezcla del 95% de O, y del 5% de CO,.
Los anillos fueron colocados entre dos soportes de
acero inoxidable, uno de los cuales estaba conectado a
un transductor de fuerza. Los anillos se equilibran du-
rante 1 h, cambiando la solucién de Krebs cada 15
min. La tensién basal se ajusté a 2 g. Los anillos fue-
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ron precontraidos con prostaglandina F,, (10"mol/l) y
posteriormente se analiz6 la respuesta endotelio-inde-
pendiente afiadiendo dosis crecientes (10®° a 10
mol/l) del dador de NO, nitroprusiato sédico (NPS).

Expresion de la subunidad 3, de la GCs

Se determiné la expresién de la subunidad B, de la
GCs mediante la técnica de Western blot. La solubiliza-
cion de las proteinas se realizé mediante la incubacién
de las muestras con tampén de lisis (0,25 mol/l de
CLMg; 10% glicerol; 5% Nonidet; 0,025 mol/l Hepes;
10 mol/l PMSF; 10 ug/ml leupeptina; 10 pg/ml peps-
tatina A) durante 1 h a 4 °C. Tras la centrifugacién de
los extractos a 13.000 rpm a 4 °C durante 30 min se de-
terminé la concentracién de proteinas mediante el mé-
todo de Bradford. Las proteinas se mezclaron en tam-
p6n de Laemmli'® que contenia 2-f-mercaptoetanol.

Las proteinas (30 pg) fueron separadas mediante
electroforesis en un gel de 12,5% de poliacrilamida y
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. La
membrana de nitrocelulosa se bloqued mediante incu-
bacién a 4 °C durante toda la noche con un 5% de al-
bimina en TBS-T (20 mmol/l Tris-CIH; 137 mmol/l
CINa; 0,1% Tween 20). El andlisis por Western blot
se hizo utilizando un anticuerpo policlonal frente a la
subunidad B, de la GCs (Alexis Corporation). Para
ello, las membranas se incubaron con el primer anti-
cuerpo (1:750) durante 1 h a temperatura ambiente y
tras sucesivos lavados con TBS-T se expusieron a un
segundo anticuerpo (anti-IgG de conejo conjugado
con peroxidasa) a una dilucién de 1:2.500 durante 45
min a temperatura ambiente. La expresion de ,-GCs
se detectdé por quimioluminiscencia (ECL, Amers-
ham) y se evalud la expresion de la proteina por den-
sitometria.

Para la determinacién del peso molecular se usaron
estdndares de peso molecular conocido. Para determi-
nar la especificidad del anticuerpo se utilizé un lisado
de plaquetas obtenido de ratas WKY.

Inmunolocalizacién de la subunidad ,
en la pared arterial

Los fragmentos de aorta se fijaron en una solucién
de formaldehido al 4% durante un periodo de 16-24 h.
Posteriormente se procedié a su deshidratacion e
inclusién en parafina en un procesador de tejidos auto-
madtico TISSU-TEK® VIP (Bayer) como hemos descri-
to con anterioridad'. Se obtuvieron secciones histol6-
gicas de los bloques de parafina de 4 um de grosor con
un microtomo (Microm HM 325, Microm Gmbh,
Walldorf, Alemania). Los cortes asi obtenidos fueron
desparafinados e hidratados de forma habitual. Se uti-
lizaron portaobjetos cargados electrostiticamente
(DAKO-Golstrup, Dinamarca).

La técnica de inmunohistoquimica se realizé de mane-
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ra semiautomdtica en un aparato TECH-MATE 500
(DAKO-Golstrup, Dinamarca). Como anticuerpo prima-
rio se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo frente a
la subunidad [, de la GCs (Alexis Corporation), diluido
1:200 durante 1 h a temperatura ambiente. Posterior-
mente, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo
secundario unido a peroxidasa de rdbano, ENVision TM
(DAKO- Golstrup, Dinamarca). Como cromdgeno se
utiliz6 la diaminobenzidina (DAB) (DAKO-Golstrup,
Dinamarca).

Determinacion de la actividad de la GCs

Los segmentos adrticos obtenidos de los grupos en
estudio fueron congelados de inmediato en nitrégeno
liquido. Estos segmentos fueron pulverizados mecani-
camente mediante un émbolo en frio y resuspendidos e
una solucién que contenia 200 mmol/l de dcido perclé-
rico. Los homogenados obtenidos de esta manera se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 min a 4 °C, los
sobrenadantes se recogieron y se lavaron cinco veces
con cinco volumenes de éter-dietilico. Posteriormente
se elimind el contenido de agua mediante la evapora-
cién en atmosfera de N,,.

El contenido en GMPc se determind en muestras
acetiladas utilizando un equipo comercial de Amers-
ham Internacional como hemos descrito con anteriori-
dad’. La sensibilidad del ensayo fue de 0,5 fmol. Las
variaciones intraensayo fueron < 8,09% y < 16%, res-
pectivamente.

Analisis estadistico

Los resultados cuantitativos se expresan como va-
lor medio y error estindar de la media (X £ EEM).
Para determinar la significacién estadistica de los va-
lores obtenidos se realiz6 un andlisis de la variancia
de una entrada. Para todos los casos se considerd que
existian diferencias significativas cuando la p fue me-
nor de 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante la utilizacién del programa SPSS para Win-
dows.

RESULTADOS

Efecto de la administracion de doxazosina
sobre la presion arterial media (PAM)

La PAM se encontrd significativamente aumentada
en el grupo de SHRSP. Respecto a las ratas WKY nor-
motensas (WKY: 125 + 4 mmHg y SHRSP: 220 + 12
mmHg; p < 0,05), la administraciéon de doxazosina (10
mg/kg/dia) durante 15 dias disminuy6 de forma signi-
ficativa la PAM en ratas SHRSP. No obstante, las ratas
tratadas con doxazosina tenian una PAM significativa-
mente mayor que las ratas normotensas WKY (SHRSP
+ doxazosina = 180 £ 6 mmHg; p < 0,05 con respecto
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Fig. 1. Relajacion a dosis crecien-
tes del dador exdgeno de 6xido ni-
trico (NO), nitroprusiato sodico
(NPS) en segmentos adrticos ais-
lados de ratas normotensas (circu-
los), SHRSP (cuadrados), SHRSP
tratados con doxazosina (10
mg/kg/dia) durante 15 dias (tridn-
gulos). Los resultados estan expre-
sados como media + error estan-
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Fig. 2. A: Westen blot representativo de la expresion de la subunidad
B, de la guanilato ciclasa soluble en la pared vascular de ratas normo-
tensas, SHRSP y SHRSP tratadas con doxazosina. Se expone la expre-
sion de la subunidad B, en plaguetas de rata normotensa como con-
trol positivo. B: grafico en el que se observa el andlisis densiométrico
de los Western blot. Los resultados se expresan como media + error
estandar de la media de 12 ratas por grupo experimental. *p < 0,05
con respecto al grupo de ratas normotensas.

a SHRSP y WKY).

Respuesta vasodilatadora al nitroprusiato
sddico (NPS)
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Como se observa en la figura 1, los anillos aislados
de ratas SHRSP tenifan disminuida la respuesta vasodi-
latadora al dador de NO, NPS. El EC,, para las ratas
SHRSP fue de 5 x 10 mol/l, mientras que para los
anillos obtenidos de ratas normotensas WKY fue de
5 x 10 mol/l (p < 0,05). Ademds, existié una diferen-
cia significativa en la respuesta mdxima al NPS entre
ambos grupos de animales. El tratamiento con doxazo-
sina mejord de forma significativa la respuesta al NPS
en las ratas SHRSP. La EC, de los anillos adrticos de
las ratas SHRSP tratadas con doxazosina fue de 5 X
10-® mol/l. La respuesta al NPS de los anillos aislados
de las ratas tratadas con doxazosina fue similar a la
obtenida en las ratas WKY a partir de la concentracién
de NPS de 107 mol/l.

El contenido en GMPc de los segmentos adrticos de
las ratas SHRSP se encontré significativamente dismi-
nuido respecto al contenido en GMPc observado en la
pared vascular del grupo de ratas WKY (WKY: 173 +
22, SHRSP: 98 + 12 fmol/mg proteina; p < 0,05). El
tratamiento con doxazosina increment6 las concentra-
ciones de GMPc, aunque continuaron reducidas res-
pecto a las ratas WKY normotensas (144 + 8 fmol/mg
proteina, p < 0,05, con respecto a las ratas WKY).

Expresion de la GCs

Las modificaciones en el nivel de expresion de la
subunidad B, de la GCs se detectaron mediante Wes-
tern blot. Como se aprecia en las figuras 2A y B, el ni-
vel de expresién de la subunidad, fue menor en las ra-
tas SHRSP que en las ratas WKY. El tratamiento
durante 15 dias con doxazosina aumentd la expresion
de la subunidad B, de la GCs en las ratas SHRSP (figs.
2A y B). No obstante, la expresion de la subunidad B,
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continud siendo mayor en las ratas WKY que en las
ratas SHRSP tratadas con doxazosina (figs. 2A y B).

El examen histolgico también revel6 que en la pa-
red vascular de las ratas SHRSP existia una menor ex-
presion de la subunidad 3, que en la pared vascular de
las ratas WKY (figs. 3A y B). Ademads, se observé que
la falta de expresion de la subunidad, ocurria en la
capa media, lo que indicaba que el defecto de expre-
sién de la subunidad B, de la GCs ocurria fundamen-
talmente en las células del musculo liso vascular. La
pared vascular de las ratas SHRSP tratadas con doxa-
zosina tenfa una expresion mayor de la subunidad B,
de la GCs que las ratas SHRSP no tratadas, aunque
ésta continud siendo menor que en la pared vascular
de las ratas WKY (fig. 3C).

DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que las ratas
SHRSP tienen reducida la respuesta vasodilatadora in-
dependiente del endotelio al dador exdgeno de NO ni-
troprusiato sédico. Al mismo tiempo, se encontré que
la expresion de una de las subunidades del receptor del
NO, la GCs, estaba disminuida en la pared vascular de
estos animales. El tratamiento con un antagonista o,
la doxazosina, mejoré la respuesta vasodilatadora en-
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Fig. 3. Andlisis inmunohistoquimico de la expresién de la subunidad
{3, de la guanilato ciclasa soluble en la pared vascular de ratas Wistar
normotensas (A) SHRSP (B) y SHRSP tratadas con doxazosina (C).
Las flechas indican la guanilato ciclasa soluble (x350). E: endotelio.

dotelio-independiente, lo que se asocié con un aumen-
to de la expresion de la subunidad B, de la GCs.

La GCs se encuentra formando un heterodimero
o,/B, y es necesaria la presencia de ambas subunida-
des para que la enzima sea funcional®>*. Tanto la sub-
unidad o, como la 3, son activadas por el NO. Estimu-
los como la elevacién de las concentraciones de AMP
ciclico o la edad han demostrado reducir los niveles de
expresion de la GCs®’. También en el modelo de hi-
pertension de la rata espontdneamente hipertensa se ha
sugerido la existencia de una reduccién en la expre-
sion de la GCs?!. En este sentido, en nuestro estudio
hemos observado cémo la expresion de la subunidad
B, de la GCs se encuentra disminuida en la pared vas-
cular de las ratas SHRSP. En los estudios de immu-
nohistoquimica se observé que los cambios en la
expresion de la subunidad 3, de la GCs ocurren funda-
mentalmente en la capa media de la pared vascular y
no de la intima.

Diferentes estudios han demostrado la existencia
de disfuncion endotelial, tanto en modelos animales
como en pacientes hipertensos!'®?, La mayoria de es-
tos estudios se han centrado en el andlisis de la capaci-
dad del endotelio para producir NO, y existen resulta-
dos contradictorios que demuestran tanto un aumento
como una disminucién de la capacidad de la pared
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vascular de generar NO durante el estado hipertensi-
vo?#, No obstante, nuestros resultados sugieren que,
con independencia de la capacidad de la pared vascu-
lar de generar NO, el sistema de la GCs, la expresién
de la enzima por la que el NO ejerce su efecto vasodi-
latador, se encuentra deprimido en las ratas SHRSP.

Estudios clinicos y experimentales han demostrado
que la reduccidn en las cifras de presion arterial mejo-
ra la funcionalidad endotelial en situaciones de hiper-
tensién. La inhibicién de la sintesis o de la accién de
la angiotensina II, asi como el tratamiento con diuréti-
cos o antagonistas del calcio, han demostrado mejorar
la disfuncién endotelial asociada a la hipertension?-28,
No obstante, a pesar de que el sistema simpatico estd
estimulado en las situaciones de hipertension'*!, el
efecto del bloqueo de los receptores o,-adrenérgicos
sobre la respuesta vasodilatadora dependiente del sis-
tema NO/GMPc no ha sido estudiado.

Los resultados presentados en este trabajo demues-
tran que la pared vascular de las ratas tratadas con do-
xazosina tiene mejorada su capacidad de relajarse en
respuesta a un dador exdgeno de NO, el NPS. Este he-
cho se asocié con una mayor expresion de la subuni-
dad B, de la GCs y con un mayor contenido en GMPc
en la pared vascular. Es interesante sefialar que la res-
puesta vasodilatadora endotelio-independiente no se
normaliz6 por completo en las ratas tratadas con doxa-
zosina, ya que con dosis bajas de NPS se encontré una
mayor respuesta vasodilatadora en las ratas WKY que
en las SHRSP tratadas con doxazosina. Esto puede
asociarse con los hallazgos sobre la expresion de la su-
bunidad B3, de la GCs, ya que las ratas SHRSP tratadas
con doxazosina presentan una mayor expresion de la
subunidad 3, de la CGSc que las ratas SHRSP no tra-
tadas, aunque no alcanzo los niveles observados en las
ratas WKY normotensas.

En relacion con nuestros resultados, Baan et al han
demostrado recientemente que la inhibicién de los re-
ceptores o, en sujetos sometidos a deplecién de sodio,
en los que el sistema simpatico esta activado, mejora
la relajacién endotelio-dependiente®. Nuestro estudio
demuestra un mecanismo por el que la funcionalidad
del sistema NO/GMPc puede estar preservado en los
animales hipertensos tratados con doxazosina.

El disefio experimental de nuestro estudio no permite
analizar si el efecto de la doxazosina sobre la expresion
de la GCs se debe a una reduccion de la PAM o al efec-
to directo del farmaco. En este sentido, se han demos-
trado efectos de la doxazosina independientes de su ac-
cién hemodindmica. Asi, Raij et al** han demostrado
que la doxazosina mejora la respuesta vasodilatadora
endotelio-dependiente en ratas normotensas deficientes
en vitamina E. Kowala et al han observado que la doxa-
zosina reduce la formacién de estria grasa y reduce las
concentraciones de colesterol ligado a lipoproteinas de
baja densidad (cLDL) en un modelo de hamster hiper-
colesterolémico’!. Otros estudios han sugerido efectos
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en el miocardio de la doxazosina independientes de su
accién hemodindmica sobre fenémenos apoptdsicos®.
En resumen, nuestros resultados demuestran que, in-
dependientemente de la capacidad que tenga el endo-
telio de generar NO, en las ratas SHRSP existe una
disfuncién de las células de musculo liso vascular de
relajarse en respuesta al NO. Esta disfuncién estd aso-
ciada a una reduccién en la expresion de la subunidad
B, de la GCs en la pared vascular. Por tanto, la preser-
vacion de la expresion de la GCs podria ser también
un foco de atencién terapéutica para el tratamiento
global del fenémeno de la disfuncién endotelial.
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