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VASODILATOR EFFECT OF GHRELIN
IN THE RAT AORTA

Background and objective: Ghrelin is a
hormone mainly produced by the stomach
and has been identified as the natural
ligand of the growth hormone
secretagogue receptor (GHS-R). In addition
to its orexigenic effect, ghrelin modulates
homeostasis of the cardiovascular system.
The aim of this study was to analyze the
effect of ghrelin on the vascular reactivity
of the aorta.

Material and methods: This study was
performed in the thoracic aorta of 10-12-
week-old male Wistar rats. Passive wall
tension and contractile responses to
angiotensin Il (Ang Il) (107 mol/l) in the
presence of ghrelin (10 mol/l) were
evaluated using the organ bath system.
The presence of the functional ghrelin
receptor, GHS-R 1a, in vascular smooth
muscle cells (VSMCs) of the aorta was
determined by Western blot.

Results: VSMCs of the vascular wall of the
aorta expressed the GHS-R 1a protein.
Incubation of the intact aorta with ghrelin
(108 mol/l) induced a reduction (p < 0.01) in
passive wall tension. In endothelium-
denuded aorta, ghrelin did not modify
basal vasomotor tone. However,
incubation of endothelium-denuded aorta
with ghrelin inhibited (p < 0.01) Ang |l

(107 mol/l)-induced vasoconstriction.
Conclusions: Ghrelin exerts an
endothelium-dependent and -independent
depressor action on aortic vascular
reactivity. These findings provide
additional information on the physiological
effect of ghrelin on arterial pressure
regulation.

Key words: Ghrelin. Angiotensin II. Smooth
muscle. Obesity. Hypertension.
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Antecedentes y objetivo: La ghrelina es una hormona producida
principalmente en el estémago, que actua como ligando natural del
receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento (GHS-R). Ademas
de su efecto orexigénico, la ghrelina es capaz de modular la homeostasis
del sistema cardiovascular. El objetivo de este estudio consistié en
analizar el efecto de la ghrelina en la reactividad vascular de la aorta.
Material y métodos: El estudio se realiz6 en la aorta toracica de ratas
macho de 10-12 semanas de la estirpe Wistar. Se analizé la presion basal
y la respuesta contractil inducida por la angiotensina Il (107 mol/l) en
presencia de ghrelina (10 mol/l) en el sistema de bano de érganos. La
presencia del receptor funcional de ghrelina, GHS-R 1a, en las células de
musculo liso vascular (CMLV) de la aorta se detectd6 mediante Western
blot.

Resultados: Las CMLV de la pared vascular de la aorta expresan la
proteina de GHS-R 1a. La incubacion en presencia de ghrelina (10 mol/l)
en la aorta con endotelio produjo una disminucion de la presién vascular
basal (p < 0,01). En la aorta sin endotelio, la ghrelina no modificé el tono
vasomotor basal. Sin embargo, la preincubacion de los anillos adrticos
con ghrelina inhibié (p < 0,01) la vasoconstriccion inducida por la
angiotensina Il (107 mol/l).

Conclusiones: La ghrelina posee un efecto depresor de la reactividad
vascular de la aorta tanto dependiente como independiente del endotelio.
Estos hallazgos aportan informacion adicional del efecto fisioldgico de la
ghrelina en la regulacion de la presion arterial.
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INTRODUCCION

La ghrelina fue identificada en 1999 como el ligando endégeno
del receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento (GHS-
R)!. La ghrelina humana es un péptido orexigénico de 28 amino-
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dcidos con una modificacién n-octanoil en el residuo
serina en posicién 3. Esta hormona es sintetizada fun-
damentalmente por el estémago' y, en menor cantidad,
por la hip6fisis?, el hipotdlamo?, el rifiéon?, el corazén®,
el pancreas®, los testiculos’, los ovarios® y la placenta’.
El patrén de secrecion de esta hormona se caracteriza
por un aumento preprandial y una caida posprandial'’.
La ghrelina estimula el apetito y aumenta la ingesta
mediante la activacién de las neuronas hipotaldmicas
que contienen neuropéptido Y (NPY) y el péptido re-
lacionado con Agouti (AgRP)!"3. Paradéjicamente,
los pacientes obesos presentan bajas concentraciones
circulantes de ghrelina'®,

La administracion intravenosa de ghrelina en indi-
viduos sanos disminuye las cifras de presion arterial e
incrementa el rendimiento cardiaco'. La presencia de
GHS-R en corazoén, aorta, arterias pulmonares y coro-
narias, asi como en venas'®!”, confirman la participa-
cién de la ghrelina en el control de la homeostasis del
sistema cardiovascular. La ghrelina previene la apop-
tosis de células endoteliales y de cardiomiocitos, y en
pacientes con coronariopatia se observa un aumento
vascular de GHS-R, lo que indica un efecto cardio-
protector de la ghrelina's. Asimismo, la ghrelina actta
como un agente vasodilatador mediante mecanismos
dependientes e independientes del endotelio. Por un
lado, la ghrelina actiia directamente en los vasos san-
guineos, mediante un efecto depresor con la produc-
cién de 6xido nitrico (NO) endotelial'®. Por otro lado,
la ghrelina causa vasorrelajacién independiente del
endotelio, antagonizando la vasoconstriccién induci-
da por la endotelina 1 (ET-1) en la arteria mamaria
interna®.

Por todo lo expuesto anteriormente, se establece que
la ghrelina participa en la homeostasis vascular me-
diante el estimulo de la produccién de sustancias va-
soactivas, como el NO, y antagonizando el efecto de
agentes vasoconstrictores. La angiotensina II es un co-
nocido péptido vasoactivo, especialmente implicado
en el desarrollo de la hipertensién arterial, dada su ca-
pacidad de estimular la contraccién de las células del
musculo liso vascular (CMLYV). En este contexto, la
hipétesis de trabajo consiste en que la ghrelina contra-
rresta las acciones vasculares de la angiotensina II en
la aorta de rata.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Los experimentos se realizaron en ratas Wistar macho de
10-12 semanas. Los animales se mantuvieron en jaulas in-
dividuales, en condiciones controladas de temperatura (20-
22 °C), humedad (50-60%), ventilacion (15 cambios com-
pletos de aire/h) y luz (de 8.00 a 20.00) en el estabulario
del Centro de Investigacién en Farmacobiologia Aplicada
(CIFA) de la Universidad de Navarra. Las ratas se alimen-
taron con una dieta estdndar isoenergética (13,39 mJ/kg) e
isoproteinica (14%), con un contenido en sodio del 0,13%
(2014S Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance
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Diet, Harlan, Barcelona), y con acceso libre al agua. Todos
los procedimientos experimentales se realizaron segtin las
directrices del Comité de Etica y Uso de Animales de
Experimentaciéon de la Comunidad Europea (Directiva
86/609), habiendo sido aprobados los protocolos de experi-
mentacién por el Comité de Investigacién de la Universi-
dad de Navarra (011/99; 001/01). Las ratas se sacrificaron
por decapitacion y se realizé una toracolaparotomia media
para la obtencidn de la aorta tordcica. Se disecé la porcion
descendente de la aorta tordcica, comprendida entre el ca-
yado adrtico y el diafragma.

Deteccion de GHS-R en CMLV

Las CMLYV se obtuvieron de la aorta tordcica mediante
digestion mecdnica y enzimdtica, segtin el método de los
explantes descrito por Neusser et al*'. Las CMLV se ho-
mogeneizaron en la solucién de lisis (PBS-EGTA 1 mmol,
sacarosa 320 mmol/l) con inhibidores de proteinasas (Ro-
che Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) y se
cuantific6 el contenido proteinico de las muestras espec-
trofotométricamente, segin el método descrito por Brad-
ford??, utilizando seroalbimina bovina (Sigma, St. Louis,
MO, Estados Unidos) como estandar. Las muestras (30
ng) se desnaturalizaron al mezclarlas en proporcién 1:1
con la solucion de carga (4% SDS; 20% glicerol; 10% be-
tamercaptoetanol; 0,05% azul de bromofenol; Tris 200
mmol; pH 6,80) y calentdndolas a 100 °C durante 10 min.
Las proteinas se separaron por electroforesis en un gel de
SDS-poliacrilamida al 10%, y, posteriormente, se transfi-
rieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Labora-
tories, Inc., Hercules, CA, Estados Unidos). El bloqueo de
las membranas se realizé con una solucién de tris buffer
salino (TBS) (Tris 1 mmol/l, NaCl 150 mmol/l; pH 8) con
un 0,05% de Tween y un 5% de leche desnatada durante 1
h a temperatura ambiente (RT). Seguidamente, se incuba-
ron las membranas con un anticuerpo policlonal de conejo
anti-GHS-R de rata (Alpha Diagnostic International, San
Antonio, TX, Estados Unidos) a una dilucién 1:500 en
TBS al 0,05% de Tween y un 5% de leche desnatada du-
rante toda la noche a 4 °C en agitacion suave. Tras cinco
lavados de 5 min con TBS al 0,05% de Tween, las mem-
branas se incubaron con el anticuerpo anti-IgG de conejo
conjugado con peroxidasa (Amersham Biosciences, Buc-
kinghamshire, Reino Unido) a una dilucién 1:5.000 en
TBS al 0,05% de Tween y un 5% de leche desnatada a RT
durante 1 h en agitacién suave y, a continuacién, se lava-
ron cinco veces con TBS al 0,05% de Tween. Los comple-
jos antigeno-anticuerpo se detectaron por quimioluminis-
cencia mediante el sistema de deteccion ECL Plus
(Amersham Biosciences). Tras la exposicién de la mem-
brana a una pelicula autorradiogrifica de alta sensibilidad,
ésta se reveld en el sistema Diagnostic Imaging Processor
RP X-OMAT 6MB (Kodak) y la imagen de la banda co-
rrespondiente a GHS-R se captur6 en el sistema Gel
Doc™ gel Documentation System, utilizando el programa
Quantity One 4.5.0 (Bio-Rad).

Preparacion de los anillos adrticos con y sin
endotelio

La limpieza mecdnica de la aorta se realizé en una placa
de Petri con PBS (NaCl 100 mmol/l, Na,HPO, 80 mmol,
NaH,PO, 25 mmol/l, pH 7.4) suplementado con antibidti-
co-antimic6tico (10.000 U/ml de penicilina G sddica,
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10.000 pg/ml de sulfato de estreptomicina, 25 pg/ml de
anfotericina B como Fungizone® al 0,85%) a 37 °C, para
retirar los restos de sangre y el tejido perivascular. A conti-
nuacion, se colocé la aorta en otra placa de Petri con la so-
lucidn fisioldgica Krebs-Henseleit a 37 °C con la siguiente
composicién (NaCl 112 mml/l, KC1 5 mmol/l, CaCl,-2 H,0
2,5 mmol/l, MgSO,-7 H,0 1,2 mmol/l, KH,PO, 1 mmol/l,
NaHCO, 29,76 mmol/l, glucosa 11,5 mmol, EDTA 0,016
mmol/l). El endotelio de la aorta se eliminé raspando sua-
vemente el lumen vascular con una aguja de superficie ru-
gosa. En algunos experimentos el endotelio se preservo con
objeto de estudiar su participacion en los efectos de la gh-
relina. Posteriormente, se cortd la aorta en anillos de apro-
ximadamente 2-3 mm. Los anillos adrticos se colocaron en
el interior de las copas de un bafio de érganos con 20 ml de
solucion de Krebs-Henseleit a 37 °C burbujeada de forma
continua con carbégeno (mezcla del 95% O, y del 5% de
CO,). Los anillos se sujetaron por medio de 2 soportes de
acero inoxidable en forma de “L” introducidos en la luz
vascular, uno de los cuales estd fijo mientras que el otro se
encuentra unido a un transductor de fuerza isométrico (TRI
110, Letica Scientific Instruments, Barcelona) acoplado a
través de un amplificador (AMPO16/2, Letica Scientific
Instruments). Los cambios de presion ejercidos por los ani-
llos fueron recogidos y analizados mediante el programa
informatico Isolated Organs Acquisition Program (PRO-
TOS, Letica Scientific Instruments). Los anillos adrticos se
mantuvieron a una presién basal de 2,5 g durante un perio-
do de estabilizacién de 1 h, cambiando la solucién de
Krebs-Henseleit cada 20 min y reajustando la presion, en el
caso de que fuera necesario. El estado fisioldgico de los
anillos adrticos se evalué observando la respuesta inducida
por la incubacién de éstos en 20 ml de solucién de KC1 80
mmol/l (NaCl 37 mmol/l, KCI 80 mmol/l, CaCl,-2 H,0 2,5
mmol/l, MgSO,-7 H,0 1,2 mmol/l, KH,PO, 1 mmol/l,
NaHCO, 29,76 mmol/l, glucosa 11,5 mmol/l, EDTA 0,016
mmol/l). La ausencia o la presencia de endotelio funcional
se verificd con acetilcolina 10-5 mol (Sigma) en los anillos
precontraidos con KCl 80 mmol. A continuacién, los ani-
llos se lavaron y ajustaron hasta obtener, de nuevo, una li-
nea basal estable.

Obtencion de la curva concentracion-respuesta
a la angiotensina Il en anillos aérticos con y sin
endotelio

En un primer grupo de experimentos, se defini6 la curva
concentracién-respuesta no acumulada a la angiotensina II
(10°-10° mol/l) en los anillos adrticos con y sin endotelio
de las ratas Wistar para evaluar la concentracion a utilizar
en experimentos posteriores. La curva se obtuvo afiadiendo
una unica concentracién de angiotensina II (Sigma) al me-
dio de incubacidn, para evitar la desensibilizacion de los re-
ceptores de angiotensina II. Los resultados se expresaron
como %R, calculado como la variacién de la presion basal
inducida por la concentracion de angiotensina II (P,, mg)
respecto a la variacion inducida por la solucién de KCI 80
mmol/l (P;, mg), considerada como el 100% de respuesta;
el porcentaje de respuesta se calcula mediante la siguiente
férmula: %R = [P, (mg) / Py (mg)] X 100. A partir de la
curva concentracion-respuesta a la angiotensina Il se deter-
mind el valor de la concentracion eficaz media (CEs,; con-
centracién a la cual se obtiene un 50% de la contraccién
mdxima) y pD, (= —log CE,).
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Fig. 1. Andlisis de la expresion del receptor ghrelina (GHS-R) en
células de miisculo liso de la aorta de ratas Wistar mediante Wes-
tern blot, mediante un anticuerpo policlonal anti-GHS-R. Se obser-
vo una banda de 46 kDa en todos los experimentos realizados (n =
10). En la figura se muestra una imagen representativa de la ex-
presion de GHS-R por duplicado en homogenados de células de
muisculo liso vascular de 3 ratas. En el margen izquierdo se mues-
tran los tamainios del peso molecular del marcador.

Determinacion del efecto de la ghrelina en la
respuesta inducida por la angiotensina Il en
anillos adrticos con y sin endotelio

En un segundo grupo de experimentos, los anillos adrti-
cos sin endotelio e intactos de rata Wistar se preincubaron
durante 30 min con ghrelina acetilada (10 mol/l) (Tocris,
Ellisville, MO, Estados Unidos), para estudiar su efecto en
la presion basal y la vasoconstriccion inducida por la angio-
tensina I (10 mol/l). Las concentraciones de ghrelina y
angiotensina II se seleccionaron en funcion de trabajos ante-
riores realizados en nuestro laboratorio y por otros auto-
res'®?. Uno de los anillos adrticos obtenidos se reservo
como control, y se incubé con el disolvente de ghrelina. Los
resultados se expresaron como %R, calculado como la va-
riacion de la presién basal inducida por la angiotensina II
(1077 mol/l) en presencia o ausencia de la correspondiente
concentracion de ghrelina (P,, mg) respecto a la variacién
inducida por la solucién de KCI 80 mmol/l (P;, mg), consi-
derada como el 100% de respuesta; el porcentaje de res-
puesta se calcula mediante la férmula indicada en el aparta-
do anterior.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos en los experimentos se representa-
ron como media aritmética + error estindar (ES). El célculo
de la CEg, se efectud a partir de la recta obtenida por regre-
sién no lineal, representando el logaritmo de la concentra-
cién de angiotensina II frente a los valores de respuesta
transformados en unidades logit**. La transformacién loga-
ritmica de los datos en unidades logit para calcular la CE,,
se realiz6 mediante la siguiente ecuacién: logit = —log [(100
— %R) / %R]. Para los valores de CEj, se utiliz6 el interva-
lo de confianza (IC) para la media del 95% como medida de
dispersion. Las diferencias estadisticas entre las medias
muestrales se analizaron mediante la prueba de la t de Stu-
dent no apareada. La significacion estadistica se situd en p
< 0,05 en todos los andlisis. El analisis estadistico de los re-
sultados se realizé con el programa SPSS para Windows
version 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).
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Fig. 2. Curva concentracion-respuesta de la contraccion inducida
por la angiotensina Il (Ang II) en anillos adrticos intactos (A) y sin
endotelio (B) de ratas Wistar. Los valores se presentan como me-
dia + error estandar de, al menos, 10 determinaciones por concen-
tracion. En la parte superior del grdfico se indica el valor de pD,
calculado como el —log CEq,

RESULTADOS
Expresion de GHS-R en CMLYV de la aorta

La expresion de la proteina de GHS-R se analiz6
mediante la técnica de Western blot. En todos los ex-
perimentos realizados (n = 10) para detectar la protei-
na de GHS-R en lisados de células de mdsculo liso de
la aorta de ratas Wistar, se observd una banda de 46
kDa, como se muestra en la figura 1. Esta banda co-
rresponde a GHS-R 1a, el receptor funcional de la gh-
relina®. En ausencia del anticuerpo primario no se ob-
servé inmunorreactividad en las membranas.

Respuesta inducida por la angiotensina Il
en anillos adrticos con y sin endotelio

La angiotensina II indujo una potente respuesta
contrictil dependiente de la concentracién en los
anillos adrticos intactos y libres de endotelio de rata
Wistar (fig. 2). Los valores de CE,, calculados para
la curva concentracién-respuesta a la angiotensina II
fueron 5,6-10° mol/1 (IC del 95%, 1,6-10°; 2,1-10°®
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Fig. 3. Efecto de la ghrelina (107 mol/l) en la presion basal de ani-
llos adrticos intactos (A) y sin endotelio (B) de ratas Wistar. Los va-
lores corresponden a la media + error estandar de, al menos, 10 de-
terminaciones. **p < 0,01 respecto al cambio de presion basal en
ausencia de ghrelina segiin el test de la t de Student no apareado.

mol/l) en los anillos adrticos intactos y 5-10~ mol/Il
(IC del 95%, 1,4-107%; 1,9-10°% mol/l) en los anillos
adrticos sin endotelio. Cada anillo adrtico se estimu-
16 con una unica concentraciéon de angiotensina II,
para evitar la desensibilizacién de los receptores de
angiotensina II. A partir de la curva concentracion-
respuesta, se selecciond la concentraciéon de angio-
tensina IT 10”7 mol/l para realizar los siguientes ex-
perimentos.

Efecto de la ghrelina en la respuesta inducida
por la angiotensina Il en los anillos aérticos
intactos y sin endotelio de rata Wistar

En los anillos adrticos intactos de rata Wistar la
preincubacién con ghrelina (10 mol/l) produjo una
disminucién significativa (p < 0,01) de la presién ba-
sal (fig. 3A). Por el contrario, la ghrelina no modificé
(p = 0,235) el tono vasomotor basal de la aorta sin en-
dotelio de rata Wistar (fig. 3B). La preincubacién con
ghrelina (10~® mol/l) no interfiere en la respuesta con-
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tractil a la angiotensina IT (10”7 mol/l) de los anillos
aorticos intactos de rata Wistar (fig. 4A). En cambio,
la ghrelina (10 mol/l) inhibié significativamente la
contraccién inducida por la angiotensina II (1077
mol/l) en los anillos adrticos sin endotelio de rata
Wistar (p < 0,01) (fig. 4B).

DISCUSION

La ghrelina tiene un importante papel en la homeos-
tasis del sistema cardiovascular. El principal hallazgo
de este estudio es que la ghrelina es capaz de inducir
una relajacion dependiente del endotelio en la aorta y
contrarrestar la vasoconstricciéon del péptido vasoacti-
vo angiotensina II en la aorta sin endotelio a través de
su receptor funcional, GHS-R 1a.

En el presente estudio se ha confirmado la presencia
del receptor funcional de ghrelina, GHS-R 1a, en las
CMLV de la aorta de rata Wistar. La banda detectada
con un peso molecular aproximado de 46 kDa corres-
ponde a GHS-R, ya que se corresponde con el tamafio
descrito para otros tipos celulares. Estudios previos
habian insinuado la presencia de GHS-R en las
CMLYV, dada su expresién en la aorta completa's. Asi-
mismo, se habia indicado la funcionalidad de GHS-R
en las CMLYV, con un efecto hipotensor directo, ya que
es capaz de disminuir la contraccién inducida por la
ET-1 en la arteria mamaria humana sin endotelio®.
Los hallazgos del presente estudio muestran el efecto
inhibitorio de la ghrelina en la contraccién inducida
por la angiotensina II en la aorta sin endotelio. La an-
giotensina II es un potente agente vasoconstrictor,
dada su capacidad de movilizar el calcio secuestrado
en el reticulo sarcopldsmico y favorecer la entrada de
calcio extracelular en las CMLV?®. En conjunto, nues-
tros datos y los de otros autores indican que la ghreli-
na tiene una funcién depresora en los vasos sanguine-
os, actuando directamente en su receptor, GHS-R la,
expresado en la pared vascular.

A fin de mejorar el significado fisiolégico del efecto
depresor de la ghrelina en la aorta, los efectos de la
hormona se probaron, asimismo, en la aorta intacta.
Diversos estudios han demostrado que el endotelio
tiene un papel crucial en el efecto vascular de la ghre-
lina, ya que favorece la liberacién de NO mediante la
activacion de la NO sintetasa endotelial (eNOS)!° vy,
en consecuencia, da lugar a una vasodilatacién depen-
diente del endotelio®”?8. Los datos del presente estudio
corroboran los resultados publicados por estos auto-
res, ya que la ghrelina es capaz de disminuir la presiéon
basal de la aorta intacta, un hecho que no se manifies-
ta tras la incubacién de la hormona con anillos adrti-
cos sin endotelio. Sin embargo, la ghrelina no es
capaz de inhibir la contraccién inducida por la angio-
tensina II en la aorta con endotelio. El efecto vasodila-
tador de la ghrelina podria verse superado por el efec-
to vasoconstrictor de la angiotensina II, dada Ia
capacidad de este péptido vasoactivo de producir es-
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Fig. 4. Efecto de la ghrelina (10-° mol/l) en la contraccion induci-
da por la angiotensina Il (Ang II) (107 mol/l), en anillos adrticos
intactos (A) y sin endotelio (B) de ratas Wistar. Los valores corres-
ponden a la media + error estandar de, al menos, 10 determina-
ciones. **p < 0,01, respecto a la respuesta control en ausencia de
ghrelina segiin el test de la t de Student no apareado.

pecies reactivas del oxigeno, que contrarrestaria la di-
latacién inducida por el NO endotelial®.

En resumen, nuestros datos muestran la localizacion
de los receptores funcionales de ghrelina, GHS-R 1a,
en la pared vascular de la aorta. Las CMLV de la pared
vascular de la aorta constituyen una diana para la ghre-
lina, ya que esta hormona es capaz de inhibir la vaso-
constriccion inducida por la angiotensina II en la aorta
sin endotelio. Este hecho aporta informacion adicional
sobre los posibles mecanismos implicados en el desa-
rrollo de la hipertensién relacionada con la obesidad,
tal como la pérdida del antagonismo de la angiotensina
II. Esta suposicion se apoya en dos argumentos: a) la
obesidad se caracteriza por bajas concentraciones cir-
culantes de ghrelina'* y una sobreestimulacién de ghre-
lina, y b) una sobreestimulacién del sistema renina-an-
giotensina®®. La investigacién de esta nueva accién



vascular de la ghrelina en la hipertension arterial rela-
cionada con la obesidad permitiria dilucidar la relevan-
cia fisiopatoldgica de esta hormona en el desarrollo de
ambas enfermedades.
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