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CCR Curva concentración-respuesta 

CE  Células endoteliales 
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DAG Diacilglicerol 
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DETA-NO Dietilentriamina /aducto de NO 
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DMECs Células endoteliales microvasculares dérmicas 
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DMVd  Diámetro medio del Vd 

dNTP Deoxinucleósido trifosfato 

DTdVi  Diámetro tele-diastólico del Vi 

DTsVi  Diámetro tele-sistólico del Vi 

DVi  Diámetro del Vi 

E- Ausencia de endotelio  

E+ Presencia de endotelio 

EBM-MV2 Endotelial cell basal medium MV2 

EC50 Concentración molar del agonista necesaria para producir el 50 % del 
efecto máximo 

EDRF Factor relajante dependiente de endotelio 
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EDTA Ácido etilendiaminotetracético 

e.e.m. (S.E.M.) Error estándar de la media (Standard error of the mean) 

Emáx Efecto máximo 

eNOS / NOS 3 NOS endotelial 
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ERK Quinasa de respuesta extracelular 
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FC  Factores de crecimiento 

FCS Suero bovino fetal 
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FMN Flavin mononucleótido 

GAPDH Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

GC  Gasto cardiaco 

GCs  Guanilato ciclasa soluble 

GMPc Guanosín monofosfato cíclico 

GOT  Transaminasa glutámico oxalacética 

GPT  Transaminasa glutámico pirúvica 

GRK  Quinasa acoplada a proteína G 

hbFGF bFGF humano 

hEGF Factor de crecimiento epidérmico humano 

HEPES Ácido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etanosulfónico 

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos 



4 
 

HIF Factor inducido por hipoxia 

HP  Hipertensión pulmonar (PAP > 35 mmHg) 

HPCs  Células progenitoras hematopoyéticas 

HSCs  Células madre hematopoyéticas 

Hsp90 Proteína de choque térmico 

HTA Hipertensión arterial 
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hVEGF VEGF humano 
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iNOS / NOS 2  NOS inducible 
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1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

1.1  Hipertensión arterial (HTA)   

La hipertensión arterial (HTA) es un importante factor de riesgo 

cardiovascular  que afecta al 30 – 45% de la población europea según la Sociedad 

Española de Cardiología, y constituye uno de los motivos de consulta más 

comunes en las sociedades civilizadas.  

Aunque la HTA se conoce desde hace más de 100 años, todavía se debate 

qué niveles de presión arterial deben ser considerados “normales”. Esto se debe a 

que la presión arterial es una variable cuantitativa continua sin un determinado 

valor que permita separar a la población normal de la hipertensa. Actualmente, la 

HTA se define, por consenso, como la elevación crónica y anormal de los niveles 

de presión arterial sistólica (PAS) y/o diastólica (PAD) por encima de los 140/90 

mmHg respectivamente. Este problema cardiovascular tiene un origen 

multifactorial que se caracteriza por la disfunción de los mecanismos vasculares, 

cardiogénicos, renales, neurogénicos y endocrinos encargados de regular la PA, lo 

que conduce a la elevación crónica de las cifras de tensión arterial por encima de 

los límites considerados normales (Kaplan, 2005). La mayor importancia de esta 

enfermedad viene dada por el riesgo asociado de enfermedad cardiovascular. 

Tanto la PAS como la PAD muestran una estrecha relación con la insuficiencia 

cardiaca, la arteriopatía periférica y la nefropatía terminal, y, por tanto, la HTA se 

considera un factor de riesgo cardiovascular de gran relevancia. 

 

 

 

 



  Revisión bibliográfica 
   

 

18 
 

- Etiología  

A pesar del elevado número de posibles etiologías de la HTA, en más del 

95% de los pacientes hipertensos no se descubre ninguna causa responsable de la 

elevación de la PA, por lo que cuando aparece se le denomina HTA esencial, HTA 

primaria o de etiología desconocida. Existen múltiples causas responsables de la 

PA en el 5% restante de los pacientes (HTA secundaria), entre las que se 

encuentran causas renales (glomerulonefritis), endocrinas, neurógenas, por 

interferencias mecánicas con el flujo y diversos agentes exógenos como venenos, 

fármacos y regaliz. 

- Clasificación 

Existen numerosos criterios a tener en cuenta para clasificar la HTA. La 

clasificación más reciente fue propuesta por el “Grupo de trabajo para el manejo 

de la HTA” (Sociedad Europea de Hipertensión y Sociedad Europea de Cardiología) 

en su guía publicada en 2007. Este grupo clasifica los valores de PA en 7 niveles 

diferentes (Mancia y cols., 2007) (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Clasificación de los niveles de presión arterial (PA) (mmHg) 
(Mancia y cols., 2007) 

Categoría PAS PAD 
Óptima < 120 < 80 
Normal 120 – 129 80 – 84 
Límite alto de normalidad 130 – 139 85 – 89 
HTA Grado 1 (Leve) 140 – 159 90 – 99 
HTA Grado 2 (Moderada) 160 – 179 100 – 109 
HTA Grado 3 (Grave) ≥ 180 ≥ 110 
HTA sistólica aislada ≥ 140 < 90 

PAS, presión arterial sistólica; PAD, presión arterial diastólica; HTA, hipertensión 
arterial. Tabla extraída y modificada de la “Guía para el manejo de la HTA”. 
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1.2  Insuficiencia cardiaca (IC)  

La insuficiencia cardiaca (IC) se define como la situación que se da cuando 

el corazón es incapaz de mantener una perfusión adecuada a las necesidades 

metabólicas tisulares y/o cuando para mantenerla se necesita una elevación de la 

presión de llenado ventricular por encima de los niveles normales. Es un síndrome 

clínico que, aunque puede tener múltiples etiologías, presenta una base 

fisiopatológica común. Puede desencadenarse por diferentes mecanismos, 

siempre que se produzca una disminución del gasto cardíaco, tanto por una 

disminución extrema de la frecuencia cardiaca y/o disminución del volumen 

sistólico. Pero aun cuando el gasto cardiaco sea normal, o incluso elevado, puede 

producirse una IC si el incremento en la demanda metabólica de los tejidos es de 

tal cuantía que el corazón es incapaz de superarlo.  

En la presente tesis se ha trabajado con pacientes cuya etiología de la IC 

cursa con alteraciones de la contractilidad. Concretamente los mecanismos 

implicados son la cardiopatía isquémica y la miocardiopatía dilatada. En el caso de 

la cardiopatía isquémica, en las zonas isquémicas o necrosadas existe una 

alteración localizada de la contractilidad miocárdica. En cuanto a la 

miocardiopatía dilatada, ésta cursa con una disminución difusa de la 

contractilidad miocárdica que da lugar a una incapacidad para aumentar el 

volumen sistólico o, en fases avanzadas, para mantenerlo en límites normales. 

Existen diversos criterios para la clasificación de la IC. En función del curso 

de la enfermedad, la IC se puede clasificar en aguda o crónica. La IC aguda se 

desencadena en horas o días y sus causas se instauran de forma más o menos 

brusca sin permitir el desarrollo de mecanismos compensatorios a largo plazo, por 

lo que suele ser más grave que la IC crónica. En cambio, la IC crónica se desarrolla 



  Revisión bibliográfica 
   

 

20 
 

gradualmente en el transcurso de meses o años y sus causas son de instauración 

paulatina. 

Clínicamente, la IC puede clasificarse como compensada o 

descompensada. Si la IC se desarrolla lentamente se establecen mecanismos 

compensadores cardiovasculares, de modo que, si la demanda es limitada, 

pueden satisfacer inicialmente las necesidades del organismo y el sujeto no 

presenta manifestaciones clínicas aunque su reserva cardiaca esté disminuida. En 

este caso hablamos de IC compensada. En cambio, cuando ya no hay reserva 

cardiaca, bien porque se ha deteriorado una IC previamente compensada o 

porque ha aparecido una IC aguda, los mecanismos compensadores resultan 

ineficaces y aparecen manifestaciones clínicas. Se habla entonces de IC 

descompensada. 

Según el criterio hemodinámico, la IC puede ser de alto o bajo gasto. La 

más frecuente es la IC con bajo gasto cardiaco. La anormalidad fisiológica primaria 

en la IC de alto gasto es el incremento de las demandas circulatorias periféricas o 

una comunicación arteriovenosa que aumenta el retorno, en ambos casos la 

sobrecarga cardiaca se produce por el aumento del flujo de retorno. Entre las IC 

de alto gasto se incluyen las desencadenadas o debidas a anemia, fístulas arterio-

venosas, beri-beri, hipertiroidismo, embarazo o enfermedad ósea de Paget. 

Anatómicamente, la IC puede clasificarse en izquierda, derecha o global. 

La IC izquierda da lugar a congestión y edema pulmonares que causan disnea y 

ortopnea. Cuando falla el ventrículo derecho la congestión venosa es sistémica, 

sus manifestaciones más frecuentes son el edema periférico, la hepatomegalia y 

la ingurgitación yugular. Si se dan ambos tipos de manifestaciones se habla de IC 

global. 
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Según el criterio fisiopatológico, la IC puede ser anterógrada o retrógrada. 

Ambos tipos suelen coincidir en un mismo paciente. La IC anterógrada se produce 

como consecuencia de una disminución del volumen sistólico, y sus 

manifestaciones son debidas a la hipoperfusión tisular. Por el contrario, la IC 

retrógada se produce por la dificultad en el llenado o vaciamiento ventricular y se 

manifiesta con una congestión pasiva de los tejidos. 

Fisiológicamente, la IC puede ser sistólica o diastólica. Ya se ha visto que 

algunas de las causas de IC afectan sobretodo a la función sistólica, es decir, 

cursan con una disminución del volumen sistólico aunque el llenado diastólico sea 

normal; la IC sistólica constituye el prototipo de la anterógrada, pues sus 

manifestaciones dependen del déficit de bombeo de sangre a las arterias 

pulmonar y aorta. Por otro lado, un trastorno del llenado diastólico, sea por 

resistencia al flujo de entrada al ventrículo (estenosis de las válvulas 

aurículoventriculares), por disminución de la capacidad diastólica (enfermedades 

pericárdicas, cardiopatías restrictivas) o por disminución de la relajación 

ventricular (hipertrofias ventriculares, isquemia), origina una insuficiencia 

retrógrada por aumento de las presiones de llenado. 

Finalmente, una de las clasificaciones más empleadas para definir la 

gravedad de la IC se basa en los síntomas y en la capacidad de realizar ejercicio o 

de poder soportar una actividad física más o menos normal, esta clasificación 

funcional es la clasificación que propone la Asociación del Corazón de Nueva York 

(New York Heart Association, NYHA), muy útil en la práctica clínica y utilizada de 

forma rutinaria en la mayoría de los ensayos clínicos de distribución aleatoria. 

Según este criterio, la IC puede clasificarse como: 
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- Clase I: sin limitación de la actividad física; el ejercicio normal no causa 

alteraciones. 

- Clase II: ligera limitación de la actividad física, sin síntomas en reposo; la 

actividad física normal causa fatiga, palpitaciones o disnea. 

- Clase III: acusada limitación de la actividad física, sin síntomas en reposo; 

cualquier actividad física provoca aparición de los síntomas. 

- Clase IV: incapacidad de realizar actividad física; los síntomas están 

presentes incluso en reposo y aumentan con cualquier actividad física. 

Esta última clasificación es la que se tendrá en cuenta en los resultados 

expuestos de la presente tesis. 

1.3  Insuficiencia pulmonar (IP)  

La insuficiencia pulmonar (IP) es una valvulopatía caracterizada por la 

incompetencia de la válvula pulmonar para evitar el reflujo sanguíneo desde la 

arteria pulmonar hacia el ventrículo derecho. 

La causa más frecuente de IP es la dilatación del anillo valvular secundaria 

a hipertensión pulmonar de cualquier etiología. A diferencia de la estenosis 

pulmonar, la IP raramente es de origen congénito y puede manifestarse por una 

dilatación idiopática de la arteria pulmonar. También puede ser originada por una 

conectivopatía, como el síndrome de Marfan. La endocarditis infecciosa puede 

ocasionar IP aguda, sobre todo en personas adictas a drogas por vía intravenosa y 

constituye la segunda causa más prevalente tras la hipertensión pulmonar. Por 

otra parte, la IP y la dilatación ventricular derecha son complicaciones que se 

presentan a largo plazo entre los pacientes con cardiopatía congénita tipo Fallot 

(50 %) corregida quirúrgicamente, la cardiopatía cianótica más frecuente en la 

edad pediátrica,  y estenosis pulmonares intervenidas (30 %) (Martínez-Quintana 

http://es.wikipedia.org/wiki/Valvulopat%C3%ADa
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y cols., 2008). Como ya se ha comentado, en la IP refluye la sangre durante la 

diástole hacia el ventrículo derecho a causa de la insuficiente oclusión valvular, la 

sobrecarga de volumen que supone este hecho cursa con dilatación e hipertrofia 

ventricular derecha. Otras causas menos frecuentes de IP  corresponden a la 

afectación reumática, tuberculosis, traumatismo torácico y síndrome carcinoide 

(Pellikka y cols., 1993; Waller y cols., 1995; Moyssakis y cols., 1997). 

1.4  Muerte súbita (MS)  

En la actualidad, no existe una definición universal para la muerte súbita 

(MS). Generalmente se define como  una forma de muerte natural debida a 

causas cardíacas, inesperada en el tiempo y en su forma de presentación 

(Marrugat y cols., 1999). Los sujetos que la sufren no presentan ningún tipo de 

sintomatología previa. 

 Entre las principales causas de MS se encuentran la insuficiencia cardiaca 

isquémica (50-60%) y las miocardiopatías (30-40%). Se han realizado estudios 

donde se ha asociado esta patología con diversas mutaciones (Síndrome de QT 

largo) (Yoshida, 2009). Además, la MS también se ha visto asociada a la 

Taquicardia Ventricular Catecolaminérgica Polimórfica (TVCP), una cardiopatía 

hereditaria caracterizada por la aparición de taquicardia ventricular polimórfica 

durante el esfuerzo, las emociones o la perfusión de catecolaminas que puede 

cursar asintomática, con palpitaciones, síncopes o MS (Priori y cols., 2002; Liu y 

cols., 2008). Pertenece a las llamadas enfermedades raras (prevalencia 1/10000) y 

es responsable de un porcentaje de MS que se producen en individuos jóvenes 

(<20 años) (van der Werf y Wilde, 2013). 
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2. ANGIOGÉNESIS 

2.1  Definición 

Existen tres mecanismos principales implicados en la formación y 

remodelado del sistema vascular: vasculogénesis, angiogénesis y arteriogénesis 

(Carmeliet, 2003). La vasculogénesis se define como la formación in situ de nuevos 

vasos a partir de células progenitoras endoteliales (EPCs), las cuales migran hasta 

los lugares de vascularización donde se diferencian a células endoteliales 

uniéndose para formar el nuevo plexo vascular (Risau y Flamme, 1995; Carmeliet, 

2003). Por otro lado se encuentra la angiogénesis que es la formación de nuevos 

vasos a partir de otros ya existentes que implica la migración y proliferación de las 

células endoteliales ya diferenciadas. El tercer mecanismo es la arteriogénesis la 

cual consiste en el remodelado de un vaso ya existente para incrementar el 

diámetro luminar como respuesta a un incremento en el flujo sanguíneo (Heil y 

cols., 2006). La angiogénesis y vasculogénesis son responsables del desarrollo del 

sistema vascular en el embrión y en el adulto y están mediadas por factores de 

crecimiento, los cuales actúan a través de la unión a un grupo de receptores 

pertenecientes a las tirosín-quinasas que se encuentran localizados en la 

membrana de las células endoteliales (Freedman e Isner, 2001). 

La angiogénesis es un proceso muy importante que está implicado en el 

desarrollo embrionario y en numerosos mecanismos de reparación fisiológica 

como la cicatrización de heridas, la isquemia producida por oclusión arterial y, a 

nivel del endometrio, durante el ciclo menstrual. Cuando el crecimiento de 

nuevos vasos es desproporcionado, puede influir en el desarrollo de 

enfermedades neoplásicas como el crecimiento tumoral, o no-neoplásicas como 

la retinopatía diabética, psoriasis, aterosclerosis o artritis reumatoide. Por el 
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contrario, la inhibición del crecimiento de nuevos vasos puede dar lugar a 

desórdenes como la atresia intestinal, la atrofia facial unilateral o la hipertensión 

arterial (le Noble y cols., 1998). Algunos estudios dirigen la terapia angiogénica 

como una estrategia complementaria para el tratamiento de enfermedades que 

cursan con insuficiencia vascular (Freedman e Isner, 2001). 

La angiogénesis comienza con la destrucción local de la pared de los vasos 

sanguíneos preexistentes y con la activación, proliferación y migración de las 

células endoteliales. Éstas comienzan a formar estructuras tubulares alrededor de 

las paredes de los vasos que en ese momento se están formando. Durante la 

maduración del lecho vascular, los capilares se convierten en grandes vasos, 

arterias y venas.  

2.2  Estructura de los vasos sanguíneos 

 Los vasos sanguíneos están compuestos principalmente por 3 capas 
(Imagen 1): 

- Capa íntima: es la capa más interna del vaso formada por endotelio y 
tejido conjuntivo subendotelial. La liberación de una serie de factores 
endoteliales permite mantener las condiciones físicas de la sangre 
impidiendo su coagulación y regular la actividad contráctil del músculo 
liso. 
 

- Capa media de músculo liso: delimitada en algunos vasos por dos 
membranas elásticas cuyo grosor depende del tipo de vaso. Las células 
musculares de los vasos hacen posible, gracias a su contracción y 
relajación, el cambio del calibre arteriolar de los vasos de resistencia, lo 
que determina el grado de perfusión de un tejido y el nivel de presión 
arterial. 
 

- Capa adventicia: es la capa más externa y contiene la mayoría de los 
elementos elásticos como fibras de colágeno. 
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Imagen 1. Estructura de los vasos sanguíneos. Imagen adaptada de 
www.clinicadam.com/imagenes-de-salud/19194.html (08.10.13). 

 

2.3  Etapas de la angiogénesis  

Como muchos otros procesos biológicos, la angiogénesis es el resultado 

de complejas interacciones entre diferentes moléculas. Para facilitar su análisis, 

podemos dividir la angiogénesis en cuatro fases (Imagen 2):  

1. Activación de las células endoteliales (CE) por una señal angiogénica 

La angiogénesis comienza con la activación de las células endoteliales bajo 

la acción de diversos mediadores fisiológicos. Entre los factores promotores de la 

angiogénesis y que se encuentran mejor caracterizados destacan el bFGF (factor 

básico de crecimiento de fibroblastos), PIGF (factor de crecimiento placentario), 

VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), HGF (factor de crecimiento de 

hepatocitos) y PD-ECGF (factor de crecimiento de CE derivado de plaquetas). 

Además, moléculas de señalización como el NO, factores de transcripción como el 

factor inducido por hipoxia (HIF-1) y diversas células progenitoras también 

participan en la formación de nuevos vasos (Bir y cols., 2012).  

Arteria

Capa íntima

Capa media
Capa adventicia

http://www.clinicadam.com/imagenes-de-salud/19194.html
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2. Síntesis y liberación de enzimas degradativas 

Una vez las CE se activan por acción del estímulo angiogénico, se produce 

la liberación de una serie de proteasas que les permitirán disolver su membrana 

basal. Aunque se han implicado proteasas de diversas familias en el proceso 

angiogénico, las que parecen tener un papel más importante son los activadores 

de plasminógeno y las metaloproteinasas de matriz (MMPs). El factor VEGF 

también estimula la producción por las células endoteliales de los activadores de 

plasminógeno y sus inhibidores (Pepper y cols., 1991; Pepper y cols., 1992; 

Unemori y cols., 1992; Mandriota y cols., 1995).  

3. Proliferación y migración de las células endoteliales  

En respuesta al estímulo angiogénico, las CE comienzan a proliferar y 

migrar hacia los vasos cuya pared se está degradando. Moléculas de adhesión 

como las integrinas sirven como punto de anclaje a partir del cual irán 

apareciendo los nuevos brotes y, a partir de éstos, los nuevos vasos (Bir y cols., 

2012). Además, existe una señal quimiotáctica o gradiente que atrae y guía las CE 

hacia su diana.  

4. Elongación, remodelado y formación tubular  

A medida que el tubo crece, el tejido de alrededor se va remodelando. En 

el remodelado vascular participan activamente diversos estímulos mecánicos 

como la tensión de la pared o la fuerza de cizallamiento (Bir y cols., 2012). Las CE 

comienzan a rodar a través del túbulo que se está formando para ir aumentando 

el tamaño del mismo y los nuevos túbulos formados comienzan a conectar unos 

con otros mediante bucles para que pueda circular la sangre a través de ellos. 

Finalmente, la estabilización y maduración de los nuevos vasos tiene lugar por la 
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acción de células como los pericitos o moléculas como la angiopoyetina o el PD-

ECGF.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Imagen 2. Etapas de la angiogénesis; 1. Activación de las CE y unión de los 
factores pro-angiogénicos (bFGF, VEGF, PIEGF, HGF, PD-ECGF, NO) a sus 
receptores en la superficie vascular; 2. Síntesis y liberación de las enzimas 
degradativas (MMPs); 3. Proliferación y migración de las CE (Integrinas); 4. 
Elongación, remodelado (tensión vascular, fuerza de cizallamiento) y 
formación tubular (pericitos, angiopoyetina, PD-ECGF). Imagen adaptada 
de la presentación de Carlos Arteaga, MD titulada “Role of de receptor 
tyrosine kinase in neoplastic transformation (Focus on HER axis and VEGF)” 
(04.10.13). bFGF, factor básico de crecimiento de fibroblastos; VEGF, factor 
de crecimiento endotelial vascular; PIEGF, factor de crecimiento 
placentario; HGF, factor de crecimiento de los hepatocitos; PD-ECGF, factor 
de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas; NO, óxido 
nítrico; MMPs, metaloproteinasas de matriz; CE, células endoteliales. 
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3. ÓXIDO NÍTRICO 

En la actualidad, el óxido nítrico (NO) es un compuesto muy importante 

para la fisiología de nuestro organismo debido a la gran cantidad de funciones que 

desarrolla. 

3.1  Historia del NO 

La historia del descubrimiento del NO comenzó en 1980 cuando RF 

Furchgott y JV Zawadzki demostraron la capacidad de las células endoteliales  

para liberar un agente vasodilatador capaz de modular de forma rápida y 

transitoria determinadas respuestas vasodilatadoras, a este agente le 

denominaron “factor relajante dependiente del endotelio” (EDRF)  (Furchgott y 

Zawadzki, 1980).  

Durante varios años se determinaron las diferentes propiedades químicas 

y biológicas del compuesto sin conseguir identificarlo. El hecho de que el NO 

también produjera una relajación transitoria en anillos de aorta de conejo similar 

a la relajación causada por el EDRF, y que ambas relajaciones se inhibieran de 

forma semejante por la hemoglobina y se potenciaran por superóxido dismutasa, 

captadores de NO y del anión superóxido (O2
.-), respectivamente (Furchgott, 

1988; Moncada y cols., 1991), confirmó que el EDRF y el NO parecían la misma 

sustancia. Otros experimentos también apoyaron esta hipótesis, es decir, que el 

EDRF y el NO son indistinguibles farmacológicamente y con vida media similar 

(Palmer y cols., 1987; Moncada y cols., 1991). Todos estos hallazgos permitieron 

concluir definitivamente que el EDRF era NO. En 1992 el NO fue nombrada 

molécula del año, y en 1998 la importancia de los estudios realizados con esta 

molécula fue reconocida con la concesión del premio Nobel a RF Furchgott, L 

Ignarro y F Murad. 

http://www.monografias.com/trabajos/fisiocelular/fisiocelular.shtml
http://www.monografias.com/trabajos7/mafu/mafu.shtml
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Posteriormente, diversos estudios demostraron el papel del NO como 

regulador fisiológico de la presión arterial (Amezcua y cols., 1989; Rees y cols., 

1989a; Rees y cols., 1989b). Además, se observó que el NO está presente en la 

mayoría de los tejidos del organismo, no solamente en el territorio vascular. Por 

ello, esta molécula se encuentra implicada en múltiples procesos fisiológicos 

relacionados con la vasculatura a nivel cardiovascular, gastrointestinal y del 

sistema nervioso (Garthwaite y cols., 1988; Bult y cols., 1990).  

3.2 Biosíntesis del NO  

El NO es un gas lipófilo que se encuentra en forma de radical libre que 

reacciona con diversas moléculas con el fin de participar en múltiples procesos 

biológicos como el control del tono vascular, remodelado cardiaco, agregación 

plaquetaria, angiogénesis y proliferación de las células de músculo liso vascular 

(Ignarro y cols., 1999). El NO es generado por una familia de enzimas 

denominadas sintasas de óxido nítrico (NOS) que promueven la transformación 

del aminoácido L-arginina en L-citrulina junto a NO. La enzima tiene 3 isoformas 

distintas: neuronal (nNOS o NOS 1), inducible (iNOS o NOS 2) y endotelial (eNOS o 

NOS 3). Todas ellas requieren el mismo sustrato (L-Arginina), cosustratos como O2 

 S. Moncada        RF. Furchgott          L. Ignarro                F. Murad  
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molecular y nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH),  y distintos 

cofactores como flavinmononucleótido (FMN), flavinadenina dinucleótido (FAD), 

tetrahidrobiopterina (BH4) y el grupo hemo tipo citocromo P450 (Alderton y cols., 

2001; Pechanova y Simko, 2007), además del complejo calcio-calmodulina (Calcio-

CaM), para llevar a cabo su actividad (Alderton y cols., 2001). 

Para desarrollar su actividad enzimática, la NOS debe unirse a los 

cofactores y dimerizar. Cada monómero contiene un dominio oxigenasa amino-

terminal (N-terminal) y un dominio reductasa carboxi-terminal (C-terminal). El 

dominio oxigenasa contiene los sitios de unión para el sustrato L-arginina, BH4 y 

para el grupo hemo. Por el contrario, el dominio reductasa contiene los sitios de 

unión para las distintas flavinas (FMN y FAD) y NADPH.  Los dos monómeros son 

dimerizados y, tras la formación del complejo calcio-CaM que  facilita la 

transferencia de un electrón desde el dominio reductasa C-terminal hasta el 

dominio N-terminal al cuál se ha unido el grupo hemo, las NOSs producen NO 

(Dawson y cols., 1994; Ghafourifar y Richter, 1999; Liu y Huang, 2008; Zhang y 

Casadei, 2012)  (Imagen 3). 
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Imagen 3. Actividad de NOS y biosíntesis de NO. Imagen adaptada de 
Förstermann, 2012. 

 

3.3  Características de las isoformas de la NOS  

La nomenclatura inicial para las isoformas de la NOS reflejaba la 

observación de que la síntesis de NO no se producía en las células inflamatorias, a 

menos que fuera inducida por inmunoactivación, por ello, el término aplicado fue 

el de iNOS (Óxido Nítrico Sintasa Inducible). Esta enzima “inducible” fue 

contrastada con la actividad de una enzima “constitutiva” (cNOS), la cual se 

expresaba constitutivamente en diversos tipos celulares, incluyendo neuronas 

(nNOS) y células endoteliales (eNOS) (Michel, 1999). 

En la Tabla 2 se resumen las principales características de las tres 

isoformas de NOS. Actualmente se conoce que la expresión génica de la isoforma 

endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS) podría también inducirse bajo diversas 

condiciones fisiológicas y que, la función de iNOS podría considerarse como 

constitutiva bajo determinadas condiciones fisiológicas en algunas células (Guo y 

cols., 1995). Se ha postulado también la existencia de otras isoformas como NOS 
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mitocondrial (mNOS) o NOS osteoartrítica (OA-NOS). En el caso de mNOS, parece 

que se trata de una isoforma de iNOS asociada a la membrana de la mitocondria 

(Eissa y cols., 1996). Por lo que respecta a OA-NOS, podría ser una isoforma de 

nNOS presente en los condrocitos y cartílago de pacientes osteoartríticos (Amin y 

cols., 1995). 

Por una parte, nNOS se expresa, predominantemente, en neuronas, pero 

también en músculo liso vascular, cardiaco y esquelético (Sears y cols., 2004). Por 

otra parte, eNOS se expresa en mayor medida en células endoteliales, aunque 

también se encuentra en cardiomiocitos, células mesangiales renales, 

osteoblastos y osteoclastos y, en pequeñas cantidades en las plaquetas (Sears y 

cols., 2004; Liu y Huang, 2008). Por lo que respecta a iNOS, su expresión se induce 

tras la acción de distintos mediadores inflamatorios (Liu y Huang, 2008). Gran 

variedad de tipos celulares expresan estas isoformas y, a su vez, muchos tejidos 

son capaces de expresar más de una isoforma diferente (Liu y Huang, 2008). Tanto 

nNOS como eNOS son expresadas constitutivamente y su actividad está regulada 

por los niveles de calcio intracelular, ya que es necesario un incremento de éste 

para su unión a la CaM y la posterior síntesis de NO mediada por estas isoformas 

constitutivas. Sin embargo, la expresión de iNOS es inducida en macrófagos 

activados como parte de una respuesta inmune (Liu y Huang, 2008) y, por tanto, 

su acción es independiente de los niveles de calcio intracelular.  

Se conoce la localización de las distintas isoformas de NOS tanto en forma 

soluble en el citosol de las células, como asociada a las caveolas de las 

membranas. En cuanto a eNOS es la única entre todas las isoformas de NOS que 

se encuentra doblemente acilada por los ácidos grasos miristato y palmitato (Sase 

y Michel, 1997; Alderton y cols., 2001). Estas acilaciones se requieren para la 

localización subcelular de eNOS en sus regiones específicas en las caveolas del 
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plasmalema, que están presentes en la membrana de las células endoteliales y 

también se encuentran de forma abundante en los miocitos cardiacos y otras 

células (Anderson,  1993; Feron y cols., 1996). La miristoilación de eNOS tiene 

lugar en un residuo glicina N-terminal  en posición 2 dentro de una secuencia 

específica que no tiene lugar ni en nNOS ni en iNOS. La palmitoilación tiene lugar 

en dos residuos de cisteína en las posiciones 15 y 26, lo que hace es estabilizar la 

asociación de la enzima con la membrana. A diferencia de la miristoilación que es 

irreversible, la palmitoilación es reversible y agonistas como la bradicinina 

promueven esta reacción de forma inversa. La isoforma endotelial (eNOS) 

requiere ser doblemente acilada para poder dirigirse a la caveola de la membrana 

plasmática e interaccionar con la caveolina (caveolina-1 en células endoteliales y 

caveolina-3 en cardiomiocitos)  (Feron y cols., 1996). La relevancia funcional de la 

interacción caveolina-eNOS fue inicialmente establecida en miocitos cardiacos 

intactos (Sase  y Michel, 1997) y en el endotelio “in vivo”  (Ignarro, 1990) donde se 

observó que cambios en la cantidad de caveolina modulaban la frecuencia 

cardiaca y la permeabilidad vascular. 

Por lo que respecta a nNOS, en condiciones normales se encuentra en el 

retículo sarcoplásmico de los cardiomiocitos y en terminaciones nerviosas vagales 

y simpáticas cuya localización está mediada por el dominio PDZ (Alderton y cols., 

2001; Sears y cols., 2004). 
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Tabla 2. Características de las isoformas de la NOS (Liu y Huang, 2008) 

 nNOS iNOS eNOS 

Otros nombres NOS-1, NOSI, Tipo I NOS NOS-2, NOSII, Tipo II 
NOS 

NOS-3, NOSIII, Tipo III 
NOS 

Localización 
cromosómica humana 12q24.2-12q24.3 17 cen-q11.2 7q35-7q36 

Estructura génica y 
tamaño 

29 exones 
>200 kbp 

26 exones 
37 kbp 

26 exones 
21-22 kbp 

Tamaño monómeros 
humanos 161 kDa 131 kDa 133 kDa 

Lugar predominante 
de expresión Neuronas Macrófagos Células endoteliales 

Otros lugares de 
expresión 

Músculo liso y 
esquelético 

Músculo liso y células 
hepáticas Músculo liso y plaquetas 

Expresión génica Constitutiva e inducible Inducible Constitutiva e inducible 
Dependencia de 
niveles de calcio Ca+2-dependiente Ca+2-independiente Ca+2-dependiente 

Modificaciones 
covalentes Fosforilación  

Miristoilación, 
palmitoilación y 

fosforilación 
Interacción con 

proteínas Hsp 90, caveolina, NOSIP  Hsp 90, caveolina 

Localización 
subcelular 

Uniones 
neuromusculares, 

citosol (soluble), retículo 
sarcoplásmico 

Citosol Caveola 

Rango de producción 
de NO Moderado (nM a μM) Alto (μM) Bajo (pM a nM) 

 

 

3.4  Actividad de NOS  

Como ya se ha comentado anteriormente, en condiciones normales, eNOS 

se encuentra asociada a la caveolina en las caveolas del plasmalema en su forma 

inactiva (Massion y Balligand, 2003; Liu y Huang, 2008). Cuando el rozamiento, la 

presión hidrostática, la alteración del tono pulsátil o la liberación de mediadores 

como acetilcolina, bradicinina, histamina, sustancia P,…  actúan sobre sus 

receptores en el endotelio, se produce la activación de la proteína G acoplada a 

ese receptor, lo que da lugar a la activación de la enzima fosfolipasa C (PLC) que, a 

través de la síntesis de segundos mensajeros como el diacilglicerol (DAG) y el 
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inositol trifosfato (IP3), dará lugar a un aumento  del calcio intracelular que lleva a 

la formación del complejo calcio-CaM. Esto provoca la disociación del complejo 

eNOS-caveolina y la formación del complejo calcio-CaM-eNOS  al cual se une la 

Hsp90 (proteína de choque térmico) identificada como un regulador de la 

actividad de eNOS, posiblemente como modulador alostérico (Garcia-Cardena y 

cols., 1998; Piech y cols., 2003). Este complejo, junto con el resto de cofactores y 

sustratos, dará lugar a la síntesis de NO. Una vez formado el complejo, eNOS 

también es susceptible de ser fosforilada por una vía de activación independiente 

de los niveles de calcio. La principal regulación postrascripcional de eNOS tiene 

lugar a través de la fosforilación de la serina 1177, la cuál se produce por la acción 

de proteín quinasas B (PKB, Akt), A (PKA), C (PKC) y G (PKG), que aumentan su 

actividad (Brouet y cols., 2001; Mount y cols., 2006; Tamargo y cols., 2006). La 

fosforilación en serina 617 y serina 635 producidas por PKA y PKB también activa 

la  eNOS, mientras que la fosforilación de treonina 495 producida por PKC y PKA la 

inactiva (Michel y cols., 2002; Mount y cols., 2006; Zhang y Casadei, 2012).  

Por lo que respecta a nNOS, ésta enzima se localiza, por un lado en el 

retículo sarcoplásmico, donde físicamente se encuentra interaccionando con el 

receptor de la rianodina (RyR2) (Barouch y cols., 2002; Damy y cols., 2004), y, por 

otro lado también podemos verla en el sarcolema, donde interacciona con la 

caveolina-3.  Su separación tanto de la rianodina como de la caveolina-3, hará que 

la enzima se active y desarrolle su acción (Loyer y cols., 2007). La enzima nNOS 

también es susceptible de ser fosforilada. Por un lado, se puede fosforilar en 

serina 847 por la acción de una proteín quinasa dependiente del complejo calcio-

CaM (CaM-KIIα), la que dará lugar a su inactivación  (Mount y cols., 2006; 

Tamargo y cols., 2006; Seddon y cols., 2007; Osuka y cols., 2013). Por otro lado, la 

fosforilación se puede llevar a cabo en serina 1412 por la acción de la PKA, lo que 
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se postuló que podría aumentar la actividad de nNOS, aunque su acción no está 

claramente determinada (Mount y cols., 2006; Osuka y cols., 2013). 

Tanto eNOS como nNOS pueden translocarse a diferentes 

compartimentos subcelulares en respuesta a distintos estímulos externos o en 

presencia de procesos patológicos como la insuficiencia cardiaca. Un ejemplo de 

esto es la translocación de nNOS desde el retículo sarcoplásmico hasta la caveola 

del plasmalema donde se asocia a la caveolina como respuesta a la 

isquemia/reperfusión o al daño en el ventrículo izquierdo (Damy y cols., 2004; 

Umar y van der Laarse, 2010; Zhang y Casadei, 2012), mientras que eNOS se 

transloca desde la cara citoplasmática de la caveola a dominios intracelulares 

como el complejo de Golgi, el núcleo o el receptor para la rianodina (RyR) 

(Papapetropoulus y cols., 1999; Zhang y Casadei, 2012). Por todo ello, las 

localizaciones específicas de cada isoforma permitirían una diferente regulación 

de la función cardiaca por cada una de ellas.  

El NO sintetizado puede seguir diferentes rutas dependiendo de las 

condiciones fisiológicas. En numerosos procesos celulares la diana fisiológica del 

NO es la enzima guanilato ciclasa, la cuál, tras activarse, promueve la formación 

de GMPc que, a su vez, activa la enzima proteín quinasa G (PKG) provocando, la 

relajación del músculo vascular (Hare y Colucci, 1995), gastrointestinal, urinario y 

respiratorio (Liu y Huang, 2008). Por otra parte, el NO puede unirse a grupos 

sulfidril en determinadas proteínas para dar lugar a nitrosotioles (Liu y Huang 

2008; Zhang y Casadei, 2012). Además, también puede unirse al grupo hemo de 

proteínas como la hemoglobina o la enzima citocromo c oxidasa (CcO) (Liu y 

Huang, 2008).  Además, el NO puede reaccionar con aniones superóxido (O2
.-)  y 

formar peroxinitritos, principales responsables del estrés oxidativo (Takimoto y 

cols., 2005; Liu y Huang, 2008; Dobutovic y cols., 2011). Finalmente, elevadas 
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cantidades de NO, inhiben los complejos mitocondriales I y IV y, como 

consecuencia, la respiración mitocondrial (Liu y Huang, 2008; Zhang y Casadei, 

2012). Generalmente, la activación de la enzima guanilato ciclasa y la unión del 

NO a grupos sulfidril median numerosas rutas de señalización. En cambio, la 

formación de peroxinitritos y la inhibición de la respiración mitocondrial dan lugar 

a efectos tóxicos del NO. 

3.5 Óxido nítrico y angiogénesis 

Numerosos son los estudios que relacionan la angiogénesis con el NO, sin 

embargo, los resultados obtenidos son discordantes.  

Diversos autores trabajan con la hipótesis de que el NO es capaz de 

favorecer la angiogénesis  a través de distintos mecanismos (Cooke, 2003; Bir y 

cols., 2012). 

- Existen evidencias de que la angiogénesis requiere la síntesis de NO 

endotelial. De hecho, numerosos factores angiogénicos (VEGF, bFGF) incrementan 

la expresión de eNOS y estimulan la liberación de NO derivado del endotelio 

(Ziche y Morbidelli, 2000; Parenti y cols., 2001; Cooke, 2003). Además, la 

formación de nuevos capilares (in vitro e in vivo) inducida por estos factores se 

inhibe en presencia de L-NAME (Cooke, 2003).  Sin embargo, las condiciones 

experimentales determinan esta actividad pues, como describen Babaei y cols. 

(1998), la incubación con bFGF de células endoteliales en matrices de fibrina 

favorece la angiogénesis a través de un aumento en la expresión de eNOS y la 

producción de NO. Sin embargo, cuando no se incuban en esta matriz, el NO 

produce el efecto contrario.  

- NO es un factor de supervivencia endotelial, inhibe la apoptosis y 

aumenta la proliferación y migración endotelial, un efecto que puede estar 
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mediado, al menos en parte, por la capacidad del NO para activar la podoquinesis. 

Además, NO aumenta la interacción entre las células endoteliales y la matriz al 

inducir la expresión de αvβ3, un ligando de la matriz extracelular que induce el 

crecimiento de nuevos vasos (Cooke, 2003; Bir y cols., 2012). 

- La angiogénesis está alterada cuando la actividad del NO se atenúa o 

desaparece. Así, la hipercolesterolemia, que altera la síntesis y actividad del NO 

endotelial, también interfiere con el proceso angiogénico (Chen y cols., 1997; Jang 

y cols., 2000). Además, en ratones deficientes en eNOS, la respuesta angiogénica a 

la isquemia de las extremidades posteriores también está alterada, un efecto que 

no se revierte por acción del VEGF (Murohara y cols., 1998).Además, también se 

ha visto que la angiogénesis se encuentra alterada y/o disminuida en situaciones 

patológicas como hipertensión arterial (le Noble y cols., 1998) o en procesos 

isquémicos (Bir y cols., 2012). Y también, alguno de estos autores relacionan dicha 

alteración en el crecimiento de nuevos vasos con la biodisponibilidad de NO 

(Kiefer y cols., 2002; Bir y cols., 2012). 

Los trabajos realizados in vitro con células endoteliales de distinto origen 

(CE de cordón umbilical humano (HUVECs), CE de aorta bovina (BAECs) y CE 

microvasculares dérmicas (DMECs)) cultivadas en  matrices tridimensionales han 

demostrado la potenciación del crecimiento de nuevos vasos mediada por GMPc 

(Isenberg y cols., 2005; Pyriochou y cols., 2006). Además, otros autores han 

demostrado que el cultivo de HUVECs  en presencia de prostaglandina E2 (PGE2) 

(activador de la síntesis de NO), también potencia el proceso (Namkoong y cols., 

2005). Además, el cultivo de CE venulares coronarias (CVECs) utilizando la 

bradicinina como activador de eNOS, demostró que la potenciación de la 

angiogénesis se producía a través del bFGF (Parenti y cols., 2001). Por último, 

otros estudios  con HUVECs y BAECs, demuestran que el NO es capaz de potenciar 
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la proliferación y/o migración de las células endoteliales (Murohara y cols., 1999; 

Isenberg y cols., 2005). Es importante señalar que en estos trabajos se analizan 

fundamentalmente los fenómenos de proliferación y migración más que el 

crecimiento angiogénico propiamente dicho.  

Por lo que respecta a los ensayos ex vivo, cabe destacar que existen muy 

pocos grupos que hayan determinado la implicación del NO en este sistema y, 

además, existe gran variabilidad de condiciones experimentales. Se ha visto que 

en aortas de ratas de 5 - 6 semanas estimuladas con PGE2 y cultivadas en 

Matrigel™ reducido en factores de crecimiento y en ausencia de suero bovino 

fetal, el NO potencia la angiogénesis por medio de la enzima GCs (Namkoong y 

cols., 2005). Por otro lado, se determinó que en los ratones eNOS-/- caveolina+/+,  o 

en el eNOS+/+ caveolina-/- , el crecimiento angiogénico está inhibido lo que indica 

que existe una compleja interacción entre eNOS y caveolina para regular dicho 

crecimiento (Morais y cols., 2012).   

Además de la acción directa del NO sobre la angiogénesis, algunos autores 

relacionan su actividad vasodilatadora con la estimulación del crecimiento,  así,  

se ha observado que el aumento local  del flujo sanguíneo en la microcirculación 

del musculo esquelético aumenta la proliferación de las células endoteliales de los 

capilares (Hudlicka, 1998) el cuál se ve potenciado por la adición de VEGF o bFGF.  

Por otro lado, diversos estudios alegan un efecto antiangiogénico del NO 

cuando sus concentraciones son elevadas. Por un lado, los estudios realizados in 

vitro con HUVECs tanto en Matrigel™ (Pipili-Synetos y cols., 1994) o matriz de 

fibrina (Babaei y cols., 1998), como en cultivo tradicional (Powell y cols., 2000) a 

los que se adicionaron diferentes donadores de NO (S-nitroso-N-acetil 

penicilamina (SNAP) o S-nitroso-N-acetil glutatión (SNAG), nitroprusiato sódico), 
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demuestran una acción inhibidora del NO sobre la angiogénesis. Además, cuando 

se indujo la formación de NO  en membrana corioalantoidea (CAM), a través de IL-

2 (Sakkoula y cols., 1997) o se induce la iNOS en  células endoteliales murinas 

(Cartwright y cols., 2000), se inhibe el proceso angiogénico. Esta inhibición fue 

revertida por L-NAME (Pipili-Synetos, 1994; Powell y cols., 2000).  Además, como 

ya hemos mencionado, otros estudios vieron como el SNAP adicionado al cultivo 

de HUVECs y CPAECs (CE de arteria pulmonar de ternero) en una matriz de fibrina 

inhibía el proceso angiogénico en ausencia de bFGF, y en presencia de bFGF, lo 

potenciaba (Babaei y cols., 1998).  

Los ensayos in vivo realizados en CAM con donadores de NO o inducción 

de su síntesis demostraron, nuevamente, la capacidad del NO para inhibir el 

proceso (Pipili-Synetos y cols., 1994; Sakkoula y cols., 1997; Pipili-Synetos y cols., 

2000; Powell y cols., 2000) y, en su caso, la capacidad del L-NAME para revertirlas 

(Pipili-Synetos y cols., 1994; Sakkoula y cols., 1997; Pipili-Synetos y cols., 2000). 

Otros estudios realizados en músculo esquelético han corroborado que el NO 

puede interrumpir el proceso de crecimiento de nuevos vasos (Williams y cols., 

2006). Sin embargo, la ruta mediante la cual tiene lugar estos efectos 

antiangiogénicos no se ha aclarado.  

En condiciones en las que existe hipoxia (Ziche y Morbidelli, 2000; Bir y 

cols., 2012; Kruzliak y cols., 2012) se ha visto que se produce un aumento en el 

crecimiento de nuevos vasos (en parte estimulado por el NO) y las rutas 

implicadas pueden ser varias, incluida la estabilización del HIF-1α (Bir y cols., 

2012). A este nivel, el NO tiene un papel dual. Por una parte, diversos estudios 

han confirmado que existe una competición del NO con el O2 por su unión a la 

enzima citocromo c oxidasa (CcO) la cual da lugar a la disminución del consumo 

del O2 mitocondrial y posterior redistribución a los tejidos que lo necesitan (Victor 
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y cols, 2009; Larsen y cols., 2012). Esto implica que, en hipoxia, cuando aumenta 

la afinidad del NO por la CcO mitocondrial, el NO endógeno inhibe el consumo de 

O2 por la mitocondria y lo redistribuye en la célula permitiendo la degradación del 

HIF-1α  (Hagen y cols., 2003; Victor y cols., 2009; Fraisl, 2013) lo que podría dar 

lugar a la supresión del proceso angiogénico. Sin embargo, como ya se ha 

comentado anteriormente, el NO cuando se encuentra a elevadas 

concentraciones, es capaz de estabilizar el HIF-1α por un mecanismo 

independiente de la mitocondria (Mateo y cols., 2003)  y la consecuencia sería un 

aumento del proceso angiogénico (Oriowo y cols., 2013).  

Con todo ello, la implicación del NO en la angiogénesis, es distinta en 

función de la concentración y de las distintas rutas en las que puede estar 

implicado el mediador (Hare y Colucci, 1995; Liu y Huang, 2008; Zhang y Casadei, 

2012). 

3.6 Óxido nítrico y enfermedades cardiovasculares 

En el sistema cardiovascular, el NO juega un papel esencial en la 

regulación de la contracción y en el transporte del calcio en los cardiomiocitos y 

células del músculo liso vascular, de manera que la producción constitutiva de NO, 

parece estar implicada en la regulación de la inotropía y cronotropía cardiacas 

(Zhang y Casadei, 2012). Además, enfermedades como isquemia cerebral, 

aterosclerosis, hipertensión, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, insuficiencia 

cardiaca, trombosis o infarto de miocardio se encuentran relacionadas con 

anomalías en la señalización de NO (Liu y Huang, 2008; Umar y van der Laarse, 

2010).  

El desarrollo de enfermedades cardiovasculares se ha asociado a 

alteraciones en la ruta de síntesis del NO, lo cual dará lugar a cambios en procesos 
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clave fisiológicos como la vasodilatación, función plaquetaria, angiogénesis, 

apoptosis y proliferación de células de músculo liso vascular (Naseem, 2005). 

Entre los mecanismos responsables de la alteración de dicha ruta se encuentran: 

1) cambios en la expresión génica o proteica de NOS (Liu y Huang, 2008); 2) 

alteración en la biodisponibilidad del sustrato L-arginina (Naseem, 2005; Liu y 

Huang, 2008; Zhang y Casadei, 2012); 3) alteración en la biodisponibilidad del 

cofactor BH4 que dará lugar al desacoplamiento de la enzima (Liu y Huang, 2008; 

Zhang y Casadei, 2012) ; 4) modificaciones en la localización subcelular de NOS 

(Liu y Huang, 2008); 5) fosforilación activadora o inhibidora de NOS (Zhang y 

Casadei, 2012) y 6) reacción del NO con radicales superóxido (ROS), dando lugar a 

peroxinitritos y, como consecuencia, a estrés oxidativo (Naseem, 2005; Dobutovic 

y cols., 2011; Zhang y Casadei, 2012). Además, niveles elevados de NO 

procedentes de la activación, principalmente, de iNOS son los responsables de la 

hipotensión severa que caracteriza el síndrome del shock tóxico o la insuficiencia 

cardiaca crónica (Dobutovic y cols., 2011).  

Con el fin de clarificar el papel del NO en patologías cardiovasculares, 

diversos autores han utilizado ratones knockout carentes de una o varias 

isoformas de NOS. El fenotipo más aparente en los ratones que carecen de la 

expresión de nNOS (nNOS-/-) es la distensión estomacal, demostrando un papel de 

nNOS en la relajación muscular del esfínter pilórico. Estos ratones son resistentes 

a la isquemia cerebral. Además, son fértiles y viables, aunque los machos son más 

agresivos que sus controles. Finalmente, son ratones con estenosis pilórica y con 

anormalidades endocrinas (Papapetropoulus y cols., 1999; Sears y cols., 2004; Liu 

y Huang, 2008). Los ratones eNOS-/- también son viables, fértiles y, además, no 

muestran anormalidades anatómicas graves. Sin embargo, padecen alteraciones 

en la relajación vascular, regulación de la presión arterial y contractilidad cardiaca. 
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Constituyen un modelo animal útil para estudiar la disfunción endotelial 

(Papapetropoulus y cols., 1999; Liu y Huang, 2008). 

Cabe destacar que cuando existe carencia de una determinada isoforma 

de NOS, existen mecanismos compensadores de las otras isoformas presentes 

(Papapetropoulus y cols., 1999; Tsutsui y cols., 2010). Un ejemplo es que en los 

ratones eNOS-/- se evidencia una regulación al alza de nNOS (Huang y cols., 2002; 

Lamping y cols., 2000; Takaki y cols., 2008). Por ello, Tsutsui y cols., trabajaron con 

ratones a los que se les habían suprimido las tres isoformas de NOS (n/i/eNOS -/-). 

Estos ratones presentan numerosos fenotipos cardiovasculares, incluyendo 

arterioesclerosis/aterosclerosis, infarto de miocardio y dislipemia (Tsutsui y cols., 

2010), además de niveles elevados de presión arterial y ligera bradicardia. 

Por todo ello, el NO es una molécula implicada en diversas funciones a 

nivel cardiovascular (Tabla 3). 
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Tabla 3. Funciones fisiológicas y patologías asociadas al NO (Jugdutt, 2002) 

Funciones fisiológicas 
- Mantenimiento de la relajación del músculo liso vascular 
- Regulación del tono vascular 
- Regulación del aporte de flujo sanguíneo a los distintos tejidos 
- Regulación de la presión sanguínea 
- Regulación de la contractilidad miocárdica 
- Regulación de la integridad y permeabilidad vascular 
- Regulación de la proliferación de las células vasculares 
- Regulación de la interacción endotelio-leucocito 
- Inhibición de la agregación y adhesión plaquetaria 
- Efecto antiaterogénico 

Patologías cardiovasculares 
- Enfermedad isquémica cardiaca 
- Hipertensión arterial 
- Hipercolesterolemia 
- Aterosclerosis 
- Diabetes mellitus 
- Isquemia-reperfusión 
- Estenosis arterial 
- Insuficiencia cardiaca 
- Shock séptico 

Otras patologías 
- Enfermedades cerebrovasculares e infarto 
- Impotencia 
- Hipertensión pulmonar 

 

 

- Óxido nítrico e HTA 

Existen numerosos reguladores homeostáticos de la presión arterial, entre 

ellos se incluyen el sistema renina-angiotensina, el sistema nervioso autónomo y 

mediadores locales como el NO (Liu y Huang, 2008). 

La hipertensión arterial es la consecuencia de cambios en el flujo 

sanguíneo causados a su vez por disfunción de la capa interna de los vasos 

sanguíneos (capa endotelial) y el remodelado de la pared de las arteriolas de 

resistencia, que son las responsables de mantener el tono vascular periférico 

(Giles y cols., 2012). 
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Uno de los principales mecanismos implicados en la vasodilatación es el 

NO. El NO juega un papel muy importante en la regulación de la resistencia 

vascular, relajación arterial y distensibilidad. Por ello, muchos de los tratamientos 

farmacológicos administrados para combatir las enfermedades cardiovasculares 

afectan a la producción de NO, varios ejemplos de algunos de ellos son las 

estatinas, donadores de NO y antihipertensivos como inhibidores de la enzima 

convertidora de angiotensina (IECAs). Otros tratamientos se utilizan para regular 

la enzima guanilato ciclasa y otros son agentes vasodilatadores que actúan por 

otros mecanismos como los β-bloqueantes (Giles y cols, 2012).  

En el caso de la HTA se ha comprobado que la inhibición de la síntesis de 

NO incrementa la rigidez de las arterias. Por otro lado, la disminución de la 

biodisponibilidad de NO a causa del estrés oxidativo o por procesos inflamatorios 

da lugar a una disfunción endotelial que está directamente relacionada con el 

desarrollo de la enfermedad (Giles y cols, 2012). Además se ha visto que en ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR) la producción de O2
.- se encuentra elevada 

dirigiendo a un incremento en la oxidación de NO dando lugar a una disminución 

en la vasodilatación (Naseem, 2005). 

- Óxido Nítrico e IC  

En la última década diversos estudios han demostrado que se requiere  

eNOS  para el desarrollo del corazón (Bloch y cols., 1999). Concretamente, la 

carencia de eNOS da lugar a defectos congénitos, hipertrofia cardiaca e 

insuficiencia cardiaca postnatal. Además, eNOS es muy importante en la 

morfogénesis de las arterias coronarias y el desarrollo miocárdico capilar. 

La producción de NO procedente de eNOS regula los canales de calcio tipo 

L en los cardiomiocitos durante el desarrollo embrionario y se ha demostrado que 
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el NO promueve la cardiomiogénesis en células madre embriónicas de ratón 

(Bloch y cols., 1999; Ji y cols., 1999; Kanno y cols., 2004). De las tres isoformas, 

eNOS es la que parece tener un papel mas relevante, pues nNOS e iNOS se 

expresan durante la cardiogénesis pero los animales que carecen de ellas tienen 

un fenotipo cardiaco normal. 

Además, eNOS promueve la maduración cardiaca postnatal (Lepic y cols., 

2006) y participa en la formación de nuevos capilares (Zhao y cols., 2002), además 

de regular la correcta formación de las válvulas aórticas (Lee y cols., 2000; 

Fernandez y cols., 2009). 

Existen numerosos estudios acerca de la implicación del NO en la IC. 

Como se ha comentado anteriormente, los estudios realizados con ratones 

modificados genéticamente han demostrado que eNOS y nNOS poseen una 

actividad cardioprotectora, aunque los mecanismos a través de los cuales 

desarrollan esta cardioprotección no se han determinado (Shimokawa y Tsutsui, 

2010; Tamargo y cols., 2010; Umar y van der Laarse, 2010; Manoury y cols., 2012; 

Zhang y Casadei, 2012).  

Se sabe que el NO derivado de las isoformas constitutivas eNOS y nNOS 

tiene distintos efectos inhibitorios sobre el miocardio como la facilidad de 

disminuir la capacidad cardiaca contráctil, acelerar la relajación del músculo, 

incrementar la distensibilidad de los cardiomiocitos, inhibir ligeramente la 

respiración mitocondrial y mejorar la eficiencia del consumo de oxígeno cardiaco 

(Yue y Yu, 2011).  Sin embargo, existen muchas contradicciones acerca de la 

expresión y actividad de eNOS y nNOS en el corazón insuficiente. Algunos autores 

describen una disminución de la expresión de ambas enzimas en pacientes con IC 

(Drexler y cols., 1998; Damy y cols., 2004; Chen y cols., 2006), mientras que otros 

refieren un aumento de la expresión tanto de eNOS (Stein y cols., 1998; Fukuchi y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yue%20ZJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21681335
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cols., 1998) como de nNOS (Damy y cols., 2004), pero el papel beneficioso que 

juega cada isoforma constitutiva no ha sido completamente dilucidado.  

En ratones, la sobreexpresión de eNOS se encuentra asociada a una 

mejoría en la función sistólica y diastólica tras el síndrome de 

isquemia/reperfusión y a una mejora en la hipertrofia y fibrosis intersticial tras el 

infarto de miocardio. Por otro lado y también en ratones, la sobreexpresión de 

nNOS se encuentra asociada a un incremento en el grosor de la pared del Vi 

(Zhang y Casadei, 2012). Sin embargo, concentraciones elevadas de NO 

semejantes a las encontradas en el corazón insuficiente (Ferdinandy y cols., 2000; 

Pacher y cols., 2005) pueden dar lugar a una reducción del consumo de O2 y 

posterior estrés oxidativo que tendrá como consecuencia la inhibición de la 

capacidad contráctil de los cardiomiocitos (Dobutovic y cols., 2011). Este aumento 

en la concentración de NO se debe, principalmente, a la inducción de iNOS, 

aunque eNOS también se encuentra implicada (Chen y cols., 2002). 

Además de todo esto, también se ha demostrado el efecto negativo que 

tiene el NO sobre la respuesta β-adrenérgica que se encuentra incrementada en el 

corazón insuficiente (Barouch y cols., 2002; Dobutovic y cols., 2011). 

Por lo que respecta a nNOS, no esta claramente determinada su función 

en la contractilidad en el corazón humano. Sin embargo, se ha visto que en 

numerosos modelos de enfermedad cardiaca, incluida la insuficiencia cardiaca, la 

expresión de esta isoforma se relaciona con una disminución de la contractilidad 

(Khan y cols., 2003; Dawson y cols., 2005; Casadei, 2006; Seddon y cols., 2007). 

Dada la relevante implicación del NO en la IC, muchos de los tratamientos 

administrados a los pacientes con esta patología intervienen de manera directa o 

indirecta sobre el mecanismo de acción de éste mediador. Así pues cabe destacar 



      Revisión bibliográfica 

    

49 
 

que los tratamientos de elección para pacientes con IC son los IECAs asociados o 

no a β-bloqueantes como el carvedilol (Krum y Driscoll, 2013). En el caso de los 

IECAs se ha encontrado sus efectos beneficiosos sobre la enfermedad por la 

capacidad para restablecer los niveles de NO y mejorar la función y estructura 

cardiaca (Macdonald y cols., 1996). Otros agentes como el carvedilol administrado 

junto con fármacos potenciadores de la acción de NOS a nivel post-transcripcional 

han resultado ser también muy beneficiosos (Tousoulis y cols., 2012). 

4. NEUROTROFINA-3  

Las neurotrofinas (NTs) fueron identificadas como moléculas promotoras 

de la supervivencia neuronal, pero en la actualidad se sabe que regulan muchos 

aspectos del desarrollo y función neuronal, incluyendo la diferenciación y 

plasticidad sináptica (Caporali y Emanueli, 2009). 

4.1  Historia de las neurotrofinas  

La primera neurotrofina identificada fue el factor de crecimiento nervioso 

(NGF), caracterizado por su habilidad para estimular el crecimiento, la 

diferenciación y la supervivencia de las neuronas durante el desarrollo y tras daño 

neuronal. La segunda neurotrofina identificada fue el factor neurotrófico derivado 

del cerebro (BDNF). Finalmente, se clonó el tercer miembro de esta familia, 

denominado neurotrofina-3 (NT-3). En la actualidad se conocen cuatro 

neurotrofinas en mamíferos (NGF, BDNF, NT-3 y NT-4) y dos más en peces (NT-6 y 

NT-7), que no parecen tener ortólogos en mamíferos (Caporali y Emanueli, 2009).  
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4.2  Biosíntesis de neurotrofinas 

Tanto las neurotrofinas como sus genes comparten una estrecha 

homología. La proteína producto de cada gen incluye una secuencia señal y un 

pro-dominio, seguido de la secuencia de la proteína madura. Estos precursores 

pre-pro-neurotrofinas, de aproximadamente 30-35 kDa, son procesados por 

proteólisis hasta dar lugar a las proteínas maduras de 12-13 kDa. Cuando el 

péptido señal se separa, las pro-neurotrofinas forman de manera espontánea 

homodímeros, unidos no covalentemente, en el retículo endoplasmático y 

transitan al aparato de Golgi a través de dos tipos de vesículas de secreción. 

Finalmente, las pro-neurotrofinas son convertidas en neurotrofinas maduras por 

proteasas. Cada neurotrofina puede ser almacenada en gránulos cuya exocitosis 

puede estar regulada por distintas señales, incluyendo la movilización de calcio. 

Son escasos los estudios acerca de los procesos que regulan la secreción de 

neurotrofinas pero se sabe que NGF y NT-3 utilizan una vía de secreción 

constitutiva mientras que BDNF es secretado mediante un proceso regulado 

(Mowla y cols., 2001). También se ha demostrado que NT-3 es liberada por 

despolarización o potenciales de acción espontáneos en algunas neuronas, y 

depende de la activación de canales de calcio (Blondel y cols., 2000; 

Boukhaddaoui y cols., 2001). 

El procesamiento intracelular de las pro-neurotrofinas no siempre es 

eficiente y se ha observado secreción de pro-neurotrofinas (Chao y Bothwell, 

2002) que también tienen capacidad para unirse selectivamente a los receptores 

dando lugar a acciones diferentes (Bruno y Cuello, 2006). Además, las pro-

neurotrofinas pueden ser procesadas en el compartimento extracelular (Lee y 

cols., 2001). La regulación de la maduración de las neurotrofinas será por tanto un 

factor clave en el control post-transcripcional que modula sus acciones. 
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4.3  Características de los receptores para neurotrofina-3 

Las neurotrofinas interactúan con dos tipos de receptores: uno de alta 

afinidad perteneciente a la familia de receptores de tirosin quinasas (Trk), de los 

que se han descrito tres subtipos TrkA, TrkB y TrkC, y otro de baja afinidad 

denominado p75NTR. 

- Receptores Trk  

Los receptores TrkA, TrkB y TrkC son representantes clásicos de los 

receptores tirosin kinasa y a ellos se unen las neurotrofinas con distinta afinidad: 

NGF se une preferentemente al subtipo TrkA, BDNF y NT-4 al subtipo TrkB y NT-3 

al subtipo TrkC. Sin embargo, aunque con menos eficiencia, NT-3 también señaliza 

a través de los subtipos TrkA y TrkB (Caporali y Emanueli, 2009). Los receptores 

Trk interaccionan con las neurotrofinas maduras, no con las pro-neurotrofinas, 

por lo que los procesos que regulan la maduración también regulan la activación 

de estos receptores (Lee y cols., 2001). Se han descrito diferentes isoformas de los 

tres receptores Trk, incluso algunas que carecen del dominio tirosin kinasa y que 

afectan a la difusión y transducción de la señal de las neurotrofinas. También se 

regula la función del receptor Trk por la presencia del p75NTR, bien inhibiendo o 

bien favoreciendo la señalización, según los casos (Caporali y Emanueli, 2009).  

Los receptores Trk, tras la interacción con las neurotrofinas maduras, se 

activan por dimerización y fosforilación. El dominio citoplasmático de estos 

receptores contiene 5 tirosinas esenciales para la señalización. Además, una vez 

fosforiladas, las tirosinas constituyen lugares de unión para proteínas adaptadoras 

que actúan como intermediarios en las cascadas de señalización. Las vías de 

señalización activadas son Ras/ERK, PI3K/Akt, y PLC-γ/DAG+IP3/calcio (Huang y 

Reichardt, 2003). 
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- Receptor p75NTR
  

Es un miembro de la superfamilia de receptores de necrosis tumoral, con 

una estructura semejante al receptor TNF-α p55 que exhibe un dominio 

citoplasmático que incluye un dominio “muerte” similar al presente en otros 

miembros de esta familia. Todas las neurotrofinas se unen a este receptor con 

una afinidad baja y equivalente pero, a diferencia de los TrK, a él pueden unirse 

también las pro-neurotrofinas e iniciar una señalización apoptótica. En las 

neuronas, p75NTR y Trk se encuentran con frecuencia co-expresados y forman un 

complejo que puede ser immunoprecipitado. Como hemos comentado, esta 

interacción modula la unión de las neurotrofinas a sus receptores Trk (Caporali y 

Emanueli, 2009). 

4.4  Actividad de neurotrofina-3 

Clásicamente se considera que los factores neurotróficos, y entre ellos las 

neurotrofinas, son secretados en los tejidos diana y mantienen la supervivencia y 

diferenciación de las neuronas que inervan esa diana. Teniendo en cuenta esta 

teoría, es de esperar que las neurotrofinas sean expresadas por células no 

neurales, así como por el soma y las dendritas de neuronas sobre las cuales 

terminan los axones. Después de la secreción, se unen a los receptores Trk, y el 

complejo neurotrofina-receptor es endocitado y transportado en endosomas de 

manera retrógrada desde el axón hasta el soma. Tanto en el axón como en el 

soma, las neurotrofinas activan distintas vías de señalización como ERK y PI3K 

(Heerssen y Segal, 2002). Este mecanismo, que está bien demostrado para NGF, 

no se ha observado de forma tan clara en el caso de NT-3.  

NT-3 se expresa en gran proporción en las regiones donde se está 

produciendo el crecimiento de los axones de neuronas simpáticas y los ratones 
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deficientes en NT-3 poseen un número inferior de axones simpáticos respecto a 

sus controles (Howe y Mobley, 2005). Se ha observado también que las neuronas 

simpáticas postganglionares, extienden sus axones a través de regiones 

productoras de NT-3 como los vasos. En este contexto, están bien establecidas 

desde hace tiempo las funciones de NT-3 en el desarrollo y la maduración del 

sistema nervioso que son: diferenciación neuronal, crecimiento de las 

prolongaciones neurales, supervivencia neuronal, muerte celular programada o  

control de la transmisión sináptica (Zhou y Rush, 1996). No se conoce si, además, 

NT-3 puede jugar también un papel relevante sobre otros tipos celulares 

presentes en los vasos o el corazón aunque evidencias recientes sugieren una 

acción de NT-3 en células endoteliales, cardiomiocitos o células de músculo liso 

vascular, que expresan el receptor TrkC. 

4.5  Neurotrofina-3 y enfermedades cardiovasculares 

Las neurotrofinas fueron descubiertas por investigadores que trabajaban 

en el ámbito de las neurociencias, y la mayoría de los estudios realizados hasta el 

momento se encuadran en este campo. Por eso, las acciones mejor contrastadas 

de la NT-3 se refieren a su capacidad para modular el desarrollo y la supervivencia 

neuronal, en especial de las neuronas simpáticas. Sin embargo, aun focalizando la 

atención en este campo, se ha descrito que el lecho vascular produce gran 

cantidad de NT-3 que facilita el crecimiento de los axones, y se sabe que las 

neurotrofinas y sus receptores juegan un papel clave no sólo en el desarrollo de la 

innervación cardiovascular, sino en el proceso de formación del corazón y los 

vasos durante la etapa embrionaria (Caporali y Emanueli, 2009). Pocos estudios se 

han llevado a cabo para determinar el papel de NT-3 a nivel cardiovascular. Se ha 

visto que los ratones que sobreexpresan una isoforma truncada del receptor para 

NT-3, TrkC, presentan diversas anormalidades cardiacas (Palko y cols., 1999). Por 
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lo que respecta a animales adultos, se ha visto que NT-3 y TrkC se expresan en 

corazón y vasos, pero, a diferencia de lo que ocurre en el sistema nervioso central 

donde NT-3 se expresa en abundancia durante el desarrollo embrionario pero su 

expresión disminuye en la madurez quedando reducida a determinadas áreas 

(Vigers y cols., 2000), en el sistema cardiovascular la expresión se mantiene 

constante (Scarisbrick y cols., 1993; Kawaguchi-Manabe y cols. 2007). Llama la 

atención que la expresión de p75NTR se induce en situaciones patológicas como 

isquemia, aterosclerosis y diabetes (Caporali y Emanueli, 2009), sin embargo, no 

están bien estudiadas las consecuencias de su activación a este nivel. 

Existen trabajos que describen una acción directa y aguda de NT-3 sobre 

el endotelio vascular (Meuchel y cols, 2011), concretamente en arteria pulmonar 

humana. La NT-3 exógena libera NO y aumenta el GMPc en células endoteliales 

aisladas de arteria pulmonar humana, en una proporción semejante a la 

acetilcolina, dando lugar a una vasodilatación rápida y dosis-dependiente. 

Además, tanto en aorta de rata como en células madre neurales, NT-3 produce 

NO a través de la fosforilación de Akt y eNOS. La liberación de NO mediada por 

NT-3 modula la proliferación de las células madre neurales y mantiene una 

población quiescente de estas células (Delgado y cols., 2013). A estas evidencias 

que sugieren un papel relevante de la NT-3 en el desarrollo y función del sistema 

cardiovascular, habría que añadir datos sobre su relación con situaciones 

patológicas en el sistema cardiovascular maduro. 

- NT-3 e HTA  

Estudios previos han demostrado que NT-3 se encuentra aumentada en 

corazón y arteria mesentérica procedentes de ratas espontáneamente 

hipertensas (SHR) con respecto a los animales control (Zhang y Rush, 2001). 
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- NT-3 e IC  

Muy pocos trabajos se han publicado acerca del posible papel de NT-3 en 

la IC. Algunos de ellos describen en cultivos de cardiomiocitos de rata que la NT-3 

exógena o endógena ejerce una acción hipertrófica activando MAPKs (p38, ERK 

1/2, y JNK) a la vez que aumenta la expresión de marcadores de hipertrofia y el 

tamaño de los cardiomiocitos (Kawaguchi-Manabe y cols. 2007; Saygili y cols, 

2010). Se ha analizado el papel de NT-3 tras un proceso de isquemia cerebral, 

observándose una disminución en su expresión a la vez que una acción protectora 

cuando se aporta de forma exógena (Lindvall y cols., 1992; Zhang y cols., 1999; 

Galvin y Oorschot, 2003), pero no se ha prestado el mismo nivel de atención en 

procesos isquémicos cardiacos.  

- NT-3 e IP 

Sabiendo que la IP objeto de estudio en la presente tesis es una 

complicación que se produce como consecuencia de la intervención quirúrgica de 

pacientes con Tetralogía de Fallot, cabe destacar que se han realizado estudios 

con ratones NT-3 knockout (NT-3-/-), que mueren al nacer y presentan severas 

anormalidades cardiacas semejantes a la Tetralogía de Fallot (Donovan y cols., 

1996). Por ello, llama poderosamente la atención que, hasta el momento, no se 

haya abordado ningún estudio en pacientes con Tetralogía de Fallot para 

determinar si se producen cambios en la expresión y/o funcionalidad de NT-

3/TrkC en estos pacientes. 
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 OBJETIVOS 

 

El óxido nítrico es un mediador implicado en el desarrollo de la patología 

cardiovascular, la principal causa de mortalidad en nuestro entorno, pero su papel 

no ha sido completamente esclarecido. Recientemente, se ha establecido el 

mecanismo a través del cual actúa la NT-3 liberada en el endotelio vascular y se ha 

demostrado su capacidad para, a través de la activación de su receptor TrkC,  

fosforilar la eNOS y, como consecuencia, aumentar la síntesis de NO  en las células 

que expresan este receptor junto con eNOS. A su vez, también se ha demostrado 

recientemente la implicación de la otra isoforma constitutiva de la NOS, la nNOS, 

en la homeostasis cardiovascular. 

Ante estas evidencias, el objetivo de la presente Tesis Doctoral  es 

estudiar el papel de NT-3, eNOS  y nNOS en la patología cardiovascular humana, 

focalizando la atención en el proceso angiogénico por ser un factor clave tanto en 

el desarrollo como en la recuperación de los trastornos cardiovasculares. Dada la 

extensión de este objetivo, en la presente Tesis se analizan dos aspectos 

concretos: por una parte, y en colaboración con la Unidad de Hipertensión del 

Hospital La Ribera de Alzira y el Servicio de Cardiología del Hospital La Fe de 

Valencia, se estudian los cambios de expresión y/o funcionalidad tanto de las 

enzimas constitutivas encargadas de la síntesis de óxido nítrico (eNOS, nNOS), 

como de la neurofrofina-3 (NT-3) en muestras humanas de corazón y linfocitos 

circulantes procedentes de sujetos sanos y de pacientes con distintas patologías 

cardiovasculares; por otra parte, en animal de experimentación, se analiza el 

papel de estos mediadores en el proceso angiogénico, seleccionando para ello un 
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modelo “ex vivo” que permite el crecimiento de nuevos vasos a partir de un anillo 

de aorta de rata incubado en una matriz tridimensional.  

A partir de estos objetivos generales, los objetivos específicos de la 

presente Tesis Doctoral han sido: 

1. Analizar los cambios de expresión de eNOS, nNOS y NT-3 que se producen 

en miocardio y linfocitos de pacientes con diversas patologías cardiovasculares 

como hipertensión arterial, insuficiencia cardiaca o pulmonar, trasplante cardiaco 

o antecedentes de muerte súbita por taquicardia ventricular catecolaminérgica 

polimórfica, y relacionarlos con los distintos tratamientos farmacológicos y con 

variables demográficas, antropométricas y clínicas determinadas en esos 

pacientes. 

2.  Analizar la posible relación entre genes  como un indicador indirecto de su 

relación funcional: eNOS/NT-3 que participan en una vía de señalización común  y 

nNOS/NT-3, dos genes estrechamente implicados en el desarrollo y función 

neuronal que, por tanto, pueden estar relacionados con el proceso de 

reinervación cardiaca tras el trasplante. 

3. Determinar las condiciones experimentales más adecuadas para realizar 

los estudios de angiogénesis y analizar si, durante el proceso se producen cambios 

de expresión de eNOS, nNOS y NT-3. 

4. Determinar la capacidad del NO como modulador de la angiogénesis en 

condiciones normales y en distintas patologías cardiovasculares (hipertensión 

arterial o síndrome metabólico). 
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1. MODELOS ANIMALES 

1.1  Animales de experimentación 

El cuidado y tratamiento de los animales se realizó siguiendo la legislación 

española recogida en el Real Decreto 1201 / 2005, de 10 de Octubre, sobre 

“Protección de los animales utilizados para experimentación y otros fines 

científicos” (ratificación de la Directiva Europea 86 / 609 / CEE), y según Decreto 

13 / 2007, de 26 de Enero, del Consell en la Comunitat Valenciana. Los protocolos 

utilizados han sido aprobados por el Comité Ético de la Universidad de Valencia. 

Todos los animales fueron estabulados hasta su sacrificio, siguiendo ciclos 

de luz-oscuridad de 12 horas a una temperatura ambiental de 22ºC y 60 % de 

humedad; con alimentación artificial y agua de bebida ad libitum. 

1.1.1  Ratas control (Wistar) 

Se utilizaron como control ratas Wistar macho (Harlan Interfauna Ibérica, 

Barcelona, Spain) de 16 semanas de edad (250-300 g).  

1.1.2  Ratas espontáneamente hipertensas (SHR) 

Las ratas espontáneamente hipertensas (SHR) son un modelo de 

hipertensión arterial animal desarrollado por Okamoto y Aoki a partir de ratas 

macho de la cepa Wistar-Kyoto que, de manera espontánea habían desarrollado 

hipertensión arterial. Estos machos fueron cruzados con hembras de la misma 

cepa que previamente se habían seleccionado con cifras elevadas de presión 

arterial; de modo que generación tras generación estas ratas desarrollarían la 

enfermedad de manera espontánea a la edad adulta. Para nuestro estudio se 

emplearon ratas SHR macho (Charles River Laboratories, Barcelona, Spain) de 17 

semanas de edad (400-450 g). 
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1.1.3  Ratas con síndrome metabólico (Zucker) 

Las ratas obesas Zucker (fa/fa) son un modelo animal con síndrome 

metabólico que desarrollan obesidad,  hiperlipemia e hipercolesterolemia. La 

mutación en el gen Leprfa fue descubierta en 1961 por Lois y Theodore Zucker en 

la población de ratas consanguíneas 13 M. En el presente estudio se emplearon 

ratas Zucker macho (Charles River Laboratories, Barcelona, Spain) de 15 semanas 

de edad (500-520 g). 

1.2  Sacrificio y obtención de muestras  

El sacrificio de los animales se realizó por decapitación y posterior 

exanguinación, previa anestesia, usando el anestésico inhalatorio volátil 

isoflurano (IsoFlo®, Esteve), teniendo en cuenta las recomendaciones para la 

eutanasia de los animales, de la Dirección general de medio ambiente (DGXI) de la 

Comisión Europea, para el sacrificio con el mínimo sufrimiento físico y mental del 

animal (Close y cols., 1996). 

El tejido de elección utilizado fue la aorta torácica de rata para cuya 

extracción se realizó una toracotomía y se extrajo la arteria diseccionándola desde 

el cayado aórtico hasta el diafragma. A partir de este momento, la aorta se 

mantuvo en todo momento en líquido nutricio. Además, del trozo extraído fue 

eliminada la capa de grasa perivascular y la aorta quedo disponible para su 

utilización. Cabe destacar la utilización en experimentos aislados de aorta de 

ratón y arteria mesentérica de rata. Para la extracción de ésta última, se realizó 

una laparotomía mediante incisión a nivel abdominal, se extrajo el intestino y se 

puso en una placa con líquido nutricio. El intestino se esparció con cuidado 

utilizando unas pinzas para visualizar mejor el tejido adiposo y conectivo que se 

encuentra adherido a la vasculatura esplácnica. La separación de dichas 
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adherencias mediante el uso de material especial quirúrgico permitió visualizar la 

arteria mesentérica superior y sus ramas. A continuación, con la ayuda de una 

lupa de disección (Leica S6E), se aislaron las 2ª y 3ª ramas de las arterias 

mesentéricas de resistencia. 

2. MODELOS HUMANOS 

La selección de los pacientes incluida en el estudio fue realizada en la 

Unidad de Hipertensión del Servicio de Medicina Interna del Hospital de la Ribera 

(Alzira, España) y en la Unidad de Insuficiencia Cardiaca y Trasplante del Servicio 

de Cardiología del Hospital Universitario “La Fe” (Valencia, España). Los 

protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité Ético de Investigación 

Clínica de la Universidad de Valencia, así como por los correspondientes comités 

de los hospitales en colaboración, obteniendo en cada caso, el consentimiento 

informado de los pacientes. 

2.1  Población de estudio y criterios de inclusión 

En la presente tesis se trabajó con muestras de miocardio y sangre 

obtenidas de pacientes con diferentes patologías cardiovasculares, además de con 

muestras obtenidas de voluntarios sanos. 

En el caso del miocardio, en el estudio fueron incluidos un total de 4 

voluntarios sanos, 32 pacientes con insuficiencia cardiaca en fase terminal (IC), 17 

pacientes sometidos a trasplante cardiaco (TC) y 9 pacientes con insuficiencia 

pulmonar (IP). 

En cuanto a las muestras de linfocitos procedentes de sangre humana, en 

el estudio fueron incluidos un total de 20 voluntarios sanos , 10 pacientes con 

hipertensión arterial (HTA), 22 pacientes con insuficiencia pulmonar (IP), 13 
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pacientes con insuficiencia cardiaca (IC), 17 pacientes sometidos a trasplante 

cardiaco (TC) y 7 individuos con antecedentes familiares de muerte súbita (MS). 

A todos los sujetos se les determinaron variables antropométricas, 

hemodinámicas y perfiles bioquímicos en suero. Los voluntarios sanos o grupo 

control fueron individuos normotensos, sin ningún tipo de enfermedad 

cardiovascular diagnosticada y con un perfil bioquímico dentro de la normalidad. 

En el grupo de sujetos con IC, se incluyeron pacientes en situación 

funcional avanzada con deterioro grave de la contractilidad miocárdica, clase IV 

en la escala NYHA de evaluación de la Insuficiencia Cardiaca (The criteria 

commitee of the NYHA, 1994), recibiendo terapia para el tratamiento de la 

enfermedad (estimulantes cardiacos como dopamina, noradrenalina y 

dobutamina; β-bloqueantes como carvedilol; reguladores de la presión arterial 

como IECAs; o fármacos antiarrítmicos como amiodarona y digoxina). Se 

excluyeron pacientes con enfermedades concomitantes graves que 

contraindicaran la realización del trasplante cardiaco. En el caso de pacientes ya 

sometidos a trasplante cardiaco (TC), se incluyeron pacientes en un rango de 14 a 

471 días tras el trasplante que recibieron tratamiento inmunosupresor en 

diferente grado según el tiempo transcurrido desde el trasplante, y que poseían 

un corazón funcionalmente normal según los datos clínicos evaluados en su 

momento; se excluyeron los pacientes inestables desde el punto de vista clínico, 

los tratados con fármacos antihipertensivos, los que presentaban algún tipo de 

evidencia eco-cardiográfica de hipertrofia ventricular izquierda o de disfunción 

sistólica / diastólica de acuerdo con las directrices actuales de IC, las biopsias con 

algún grado de rechazo confirmado en el momento de la recogida del tejido y las 

muestras con resultados positivos de enfermedad coronaria angiográfica o 

vasculopatía del injerto cardiaco determinadas por ecocardiografía intravascular.  
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Tanto en el grupo de pacientes con IC como en el grupo de  pacientes 

sometidos a trasplante cardiaco, se obtuvieron datos clínicos procedentes del 

estudio ecocardiográfico (grosor de paredes, diámetros ventriculares y función 

biventricular) con menos de 24 horas de diferencia con respecto a la toma de 

muestras, y un registro hemodinámico (presiones del ventrículo y aurícula 

derecha) que se realizó en ese mismo momento previo a la toma de muestra. 

Los pacientes con HTA no habían tomado previamente ninguna terapia 

antihipertensiva. A todos los pacientes, incluidos los voluntarios sanos, se les 

midió la presión arterial en consulta y se realizó una monitorización  ambulatoria 

de la presión arterial (MAPA) durante 24 horas, con un monitor oscilométrico 

(Spacelabs 90202 o 90207), diferenciando periodos de día y noche. Los pacientes 

con HTA cursaron con valores elevados de presión arterial en consulta y MAPA. 

Fueron excluidos del estudio los pacientes con enfermedades cardiovasculares 

y/o renales asociadas. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo las 

recomendaciones de la British Hypertension Society (Williams y cols., 2004). 

Los pacientes con IP son sujetos con patologías congénitas como 

Tetralogía de Fallot o agenesia/estenosis pulmonar, entre otras, que fueron 

operados en la infancia y, como secuela a esa cirugía, han desarrollado una 

regurgitación grave de la válvula pulmonar dando lugar a una dilatación del 

ventrículo derecho que ha comenzado a ser disfuncional. 

Además, en este estudio se obtuvieron muestras de pacientes con una 

alteración genética que les predispone a padecer arritmias cardiacas muy graves 

que pueden derivar en muerte súbita (MS). Éste tipo de cardiopatía es conocida 

como taquicardia ventricular catecolaminérgica polimórfica, ya que depende, en 

gran parte, de estímulos catecolaminérgicos.  
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2.2 Obtención de muestras biológicas 

2.2.1  Miocardio humano 

En el caso de los individuos sanos e insuficientes (IC), las muestras 

transmurales fueron obtenidas de la parte posterior del ventrículo izquierdo 

adyacente al septum interventricular. Con respecto al ventrículo derecho las 

muestras fueron obtenidas de la pared anterior ventricular derecha. En ambos 

casos, las áreas que contenían tejido visiblemente cicatrizado fueron excluidas. 

Las biopsias endomiocárdicas de ventrículo derecho procedentes de 

pacientes sometidos a trasplante cardiaco (TC) se obtuvieron por cateterización 

vía femoral. El área elegida fue el septum interventricular cercano al ápice. 

En el caso de las muestras miocárdicas de pacientes con insuficiencia 

pulmonar (IP), éstas se obtuvieron durante la cirugía cardiaca y fueron extraídas 

del tracto de salida del ventrículo derecho. 

2.2.2  Linfocitos humanos 

Las muestras de sangre necesarias para la analítica y el aislamiento de 

linfocitos circulantes fueron obtenidas entre 2 y 3 horas antes del trasplante para 

los pacientes con IC. En el caso de los pacientes trasplantados (TC), las muestras 

se obtuvieron en un rango de días diferentes tras el trasplante coincidiendo con la 

evaluación del injerto. Las muestras de sangre de pacientes con IP y sujetos con 

antecedentes familiares de muerte súbita (MS) fueron obtenidas de forma 

ambulatoria durante revisiones cardiológicas programadas, estando los pacientes 

clínicamente estables. 

El aislamiento de linfocitos se realizó por venopunción de la vena basílica 

con los pacientes en ayunas de al menos 12 h. Se utilizaron 10 ml de sangre 
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previamente recogidos en un tubo estandarizado de recogida, conteniendo EDTA 

como anticoagulante. 

Las muestras de sangre de los individuos sanos y con HTA se procesaron 

en los laboratorios del área de diagnóstico biológico del Hospital de La Ribera. Los 

linfocitos fueron aislados utilizando el reactivo Lymphoprep™, reactivo estéril y 

libre de endotoxinas diseñado para el aislamiento puro de linfocitos por gradiente 

de densidad, basado en métodos anteriores (Boyum, 1964; Thorsby y Bratlie, 

1970) y siguiendo las condiciones indicadas por el fabricante (Axis-Shield). Parte 

de los linfocitos procedentes de individuos sanos, junto con las muestras 

pertenecientes a los pacientes de los grupos de IC, TC, IP y MS fueron procesadas 

en la Unidad de Insuficiencia Cardiaca y Trasplante del Hospital La Fe (Valencia) 

utilizando el reactivo Ficoll-paque Plus (GE Healthcare). 

Tras la obtención de todas las muestras de miocardio y linfocitos, se 

congelaron y almacenaron a -80ºC y se mantuvieron en esas condiciones hasta su 

análisis. 

3. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA (RT-PCR A 

TIEMPO REAL) 

El análisis cuantitativo de la expresión de los diferentes genes objeto de 

estudio se realizó con la técnica  de RT-PCR a tiempo real. Esta técnica consta de 

varios pasos, entre los que se encuentran extracción y análisis cualitativo / 

cuantitativo de los niveles de ARNm, transcripción reversa (RT) y amplificación 

(qPCR). Todos ellos se detallan a continuación. 
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3.1  Extracción y análisis cualitativo /cuantitativo del ARN total 

El protocolo de extracción del ARN total varió ligeramente en función del 

tipo de muestra. Las muestras de miocardio precisaron de triturado y 

homogeneizado previo utilizando un mortero congelado con nitrógeno líquido 

para mantener siempre las muestras con la temperatura apropiada y así evitar la 

posible degradación del ARN. En cambio, los linfocitos no precisaron de 

homogenizado. Todas las muestras fueron lisadas  con 1 ml del reactivo Tripure 

Isolation Reagent (Roche Applied Science, US) con sucesivos ciclos de agitación 

con vortex para facilitar el lisado de la muestra. 

El aislamiento de ARN total tuvo lugar con varias centrifugaciones 

utilizando productos de menor a mayor hidrofilia. Se realizó una primera 

centrífuga en presencia de 200 ml cloroformo para facilitar la separación y 

precipitación del ADN genómico. En este punto, el ARN quedó disuelto en la parte 

acuosa. A continuación se añadió 500 ml de isopropanol para facilitar la 

precipitación de los ácidos nucleicos. El pellet se lavó con 1 ml de etanol diluido al 

70% en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), se dejó secar y se 

resuspendió en el volumen mínimo necesario de agua tratada con DEPC. Fue 

almacenado a -80ºC para su posterior análisis. 

La integridad y concentración de 1 μl de ARN total extraído se determinó 

utilizando el sistema automático Experion™ RNA StdSens Analysis kit (Bio-Rad). 

Dicho sistema se basa en la separación, detección y análisis del ARN mediante 

electroforesis microfluídica siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante. 

El programa informático nos dio los valores de concentración (ng/ml) por 

muestra, el valor de cociente de área entre los picos de ARN ribosomales (razón 

28S/18S), así como el RQI como indicador de la calidad del ARN. EL RQI mide la 
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integridad del ARN por comparación del electroferograma de las muestras de ARN 

y una serie de muestras estandarizadas de ARN degradado. Éste sistema nos 

proporciona un rango de RQI = 1 - 10 en función del grado de degradación del 

ARN, siendo RQI = 10 un ARN intacto y RQI=1 un ARN altamente degradado. El 

valor medio de RQI de las muestras incluidas en el estudio es de: 8.01 ± 0.11. 

3.2  Transcripción reversa (RT) – Síntesis de ADNc 

La Transcripción Reversa (RT) consiste en convertir el ARN mensajero 

(ARNm) en ADN complementario (ADNc). Para ello se utilizó la enzima Improm-

II™, se trata de una enzima de alta sensibilidad que permite utilizar cantidades 

pequeñas (0.1-1 μg) de ARN total para que se lleve a cabo la reacción. Tras 

incubar el ARN total con el cebador oligo(dT16) (250 ng) en agua-DEPC a 70ºC con 

el fin de facilitar su unión a la cadena de ARN, se llevó a cabo la reacción de 

transcripción reversa conteniendo tampón de reacción ImProm-II™, 3 mM de 

MgCl2, 0.5 mM de cada deoxinucleósido trifosfato (dNTPs), 20 U del inhibidor de 

ribonucleasas recombinante RNAsin® y 1 μl de la enzima Transcriptasa Reversa 

Improm-II™ (Promega Corp. Madison, USA). Se realizó un primer ciclo de 

hibridación a 25ºC durante 5 minutos, seguidamente, la reacción de extensión 

tuvo lugar a 42ºC durante 60 minutos y, finalmente, la enzima fue desactivada 

incubando las muestras a 70ºC durante 15 min. El ADNc sintetizado fue 

almacenado a -20ºC para su uso posterior. 

3.3  Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (qPCR) 

Se utilizó el sistema de reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 

(qPCR) para detectar con elevada sensibilidad y precisión la presencia de un 

ARNm concreto. Los ADNc codificantes para cada uno de los genes objeto de 

estudio (eNOS, nNOS, NT-3, TrkC, ARs-α1, ARs-β) y para GAPDH como control 
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interno, se cuantificaron utilizando sondas Taqman® como compuesto con 

propiedades fluorescentes. Diluciones 1/10 de la reacción de transcripción reversa 

previa fueron analizadas por duplicado mediante Taqman® Gene Expression 

Assays, consistentes en una mezcla 20X de cebadores y sonda Taqman® MGB 

marcada con el fluorocromo 6-FAM™ en el extremo 5’ de la sonda y un quencher 

o apantallador no fluorescente en el extremo 3’, diseñados para la detección y 

cuantificación de secuencias génicas específicas por RT-PCR a tiempo real de dos 

pasos. El termociclador utilizado para llevar a cabo la amplificación fue GeneAmp 

7500 Fast System (Applied Biosystems, USA).  

En la Tabla 4 se muestran los datos de los ensayos Taqman® para 

determinar la expresión génica en muestras de humanos y rata. 

 

Tabla 4. Taqman® Gene Expression Assays  

                            Humano 
Gen Id. Ensayo 
nNOS Hs00167223_m1 
eNOS Hs00167166_m1 
NT3 (linfocitos) Hs00267375_s1 
NT3 (miocardio) Hs01548350_m1 
TrkC Hs00176797_m1 
α1A Hs00169124_m1 
α1B Hs00171263_m1 
α1D Hs00169865_m1 
β1 Hs00265096_s1 
β2 Hs00240532_s1 
GAPDH Hs99999905_m1 
                               Rata 
nNOS Rn00583793_m1 
iNOS Rn00561646_m1 
eNOS Rn02132634_s1 
NT3 Rn00579280_m1 
GAPDH Rn99999916_s1 

                      Datos proporcionados por Applied Biosystems (USA). 
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Las mayoría de las sondas empleadas fueron diseñadas para hibridar en la 

unión exón-exón y así mejorar la especificidad de hibridación y evitar la 

contaminación por ADN genómico (Taqman® Gene Expression Assays protocol, 

Applied Biosystems, US). Sin embargo, en el caso de la sonda para NT-3 de 

muestras humanas, se utilizó por un lado en linfocitos una sonda que mapea en 

un solo exón y que detecta dos variantes de ARNm (v1 y v2) además de ADN 

genómico y, por otro lado, la sonda utilizada para muestras de miocardio mapea 

entre dos exones y, por tanto, no detecta ADN genómico, aunque solo detecta 

una variante de ARNm. Cabe destacar que para llevar a cabo la selección de las 

sondas apropiadas en unas muestras u otras se realizó el análisis de correlación 

entre ambas sondas en muestras de miocardio, observándose una correlación 

positiva y significativa entre ellas (Figura 1). De esta forma, la elección para un 

tipo de muestra u otro se llevó a cabo con el fin de obtener niveles de expresión 

aceptables en cada caso.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 1. Regresión lineal entre lo niveles de expresión génica detectados 
por dos tipos de sondas de NT-3 en ventrículo izquierdo. Resultados de n 
= 32 valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-ΔCt).  
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Todas las reacciones se ajustaron a un volumen de 25 μl con Taqman® 

Universal Master Mix (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase; Applied Biosystems, US), 

incluyendo 5 μl de la dilución de la reacción de transcripción reversa y 1.2 μl de la 

mezcla 20X de sonda (250 nM) y cebadores (900 nM) (Taqman® Gene Expression 

Assay). El ADNc fue amplificado según las condiciones del fabricante con un 

primer paso de activación de la polimerasa a 95ºC durante 10 minutos y 40 ciclos 

compuestos de dos pasos, la desnaturalización a 95ºC durante 15 segundos y la  

hibridación/extensión a 60ºC durante 1 minuto. 

3.4  Análisis de los resultados 

Los valores del ciclo umbral (“threshold cycle”, Ct) obtenidos para cada 

gen en cada reacción fueron calculados mediante el programa 7500 Fast 

sequence-detection-system (Applied Biosystems, US). Los valores Ct fueron 

normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH, siendo ΔCt la 

diferencia entre el gen estudiado y el de referencia (GAPDH). El valor ΔCt se 

transformó matemáticamente mediante la expresión 2-ΔCt, directamente 

proporcional al número inicial de copias de cada gen.  

4. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN PROTEICA (WESTERN 

BLOT) 

El análisis cuantitativo de la expresión proteica se llevó a cabo  en 

muestras de ventrículo izquierdo de voluntarios sanos y con IC. En el resto de 

muestras no se llevó a cabo esta cuantificación debido a la cantidad de muestra 

requerida para ello. Dicho análisis se realizó mediante extracción y cuantificación 

de proteínas totales (Bradford®), inmunodetección por Western Blot y posterior 

cuantificación por densitometría.  
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4.1  Extracción y cuantificación del contenido proteico 

Se obtuvo el homogeneizado de muestras de ventrículo izquierdo de 

individuos sanos y con IC como previamente se ha descrito en el apartado 2.1 de 

la presente tesis. Dicho homogeneizado fue añadido a un tubo que contenía la 

solución de lisis RIPA (50 mM HEPES pH=7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1.5 mM 

MgCl2, 0.1% SDS, 1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1% Tritón X-100, 1% deoxicolato 

sódico) junto a una mezcla comercial que contenía inhibidores de proteasas 

(Complete®, Roche Diagnostics) y de fosfatasas (PhosSTOP®, Roche Diagnostics). 

Posteriormente, los homogeneizados se sonicaron (Microson™ ultrasonic cell 

disruptor)  a 4ºC durante 3 ciclos de 5 segundos y, a continuación, se 

centrifugaron 20 minutos a 4ºC y 16.100 g. El sobrenadante obtenido, el cual 

contenía las proteínas solubles totales, fue alicuotado y almacenado a -80ºC. La 

cuantificación de las proteínas se determinó mediante el método Bradford 

(BioRad) utilizando la albúmina de suero bovino (BSA, Sigma) para establecer la 

curva estándar. 

4.2  Inmunodetección de proteínas (Western Blot) 

Una vez cuantificadas las muestras,  se prepararon 150 μg de proteína 

total con tampón de carga (60 mM Tris-HCl pH=6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% β-

mercaptoetanol y 0.01% azul de bromofenol) y se desnaturalizaron a 95ºC 

durante 5 minutos. 

La separación de las proteínas se realizó mediante electroforesis húmeda 

utilizando geles de poliacrilamida del 7% y con tampón de electroforesis Tris-

Glicina-SDS (25 mM Tris pH=8.3, 192 mM glicina y 0.1% SDS) a un voltaje 

constante de 115 V durante 90 minutos. Transcurrido ese tiempo, los geles se 

transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinildieno (PVDF) durante 2 
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horas a 4ºC a un amperaje constante de 375 mA en tampón de transferencia Tris-

Glicina-Metanol (25 mM Tris pH=8.3, 192 mM glicina, 20% metanol y 0.01% SDS). 

Tanto para la electroforesis como para la transferencia se utilizó el sistema Mini-

Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell System (BioRad). 

Las membranas se bloquearon con leche desnatada en polvo al 6% en 

tampón fosfato salino (Roche) con 0.1 % Tween 20 (Bio-Rad) (PBS-T) en el caso de 

NT-3, eNOS y GAPDH, y con albúmina de suero bovino al 3% (BSA, Sigma) para la 

forma fosforilada de eNOS (p-eNOS). Tras varios lavados con PBS-T, se incubaron 

toda la noche a 4ºC con los anticuerpos policlonales (Tabla 5) diluidos en sus 

correspondientes soluciones de bloqueo. Posteriormente, se realizaron diversos 

lavados y se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con 

peroxidasa adecuados en cada caso diluidos en PBS-T durante 50 minutos a 

temperatura ambiente. Como control de carga se utilizó el anticuerpo policlonal 

frente a GAPDH. 

 
Tabla 5. Anticuerpos policlonales utilizados en Western Blot 
 
Proteína PM Anticuerpo 1º Dilución Anticuerpo 2º Dilución 

p-eNOS 140 KDa 
Ac. policlonal de conejo 
(9571; Cell Sinaling) 

1:400 
Anti‐rabbit IgG 
(GE Healthcare) 

1:2500 

eNOS 140 KDa 
Ac. monoclonal de ratón 
(610247; BD Biosciences) 

1:500 
Anti-mouse IgG 
(Sigma Aldrich) 

1:7500 

NT-3 35 KDa 
Ac. policlonal de conejo 
(sc-547; Santa Cruz) 

1:500 
Anti‐rabbit IgG 
(GE Healthcare) 

1:2500 

GAPDH 
34 KDa Ac. policlonal de conejo 

(G9545; Sigma Aldrich) 
1:7000 

Anti‐rabbit IgG 
(GE Healthcare) 

1:2500 

Datos proporcionados por Cell-Signaling, Beckton and Dickinson Biosciences, Santa Cruz Technology, General 
Electric Healthcare, Sigma Aldrich, en función del anticuerpo utilizado. 
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Las bandas fueron detectadas mediante incubación con el reactivo 

quimioluminiscente ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagents (GE 

Healthcare). En el caso de las proteínas con parecido peso molecular (PM) (p-

eNOS vs eNOS; NT-3 vs GAPDH) se utilizó la misma membrana lavando, entre la 

incubación de uno y otro, con la solución de stripping (100 mM 2-mercaptoetanol, 

2% SDS, 625 mM Tris-HCl pH: 6,7) cuya finalidad es eliminar los anticuerpos 

primario y secundario para poder volver a incubar las membranas con otros 

anticuerpos de similar PM.  

4.3  Análisis de los resultados 

Las imágenes de quimioluminiscencia fueron capturadas mediante el 

Autochemi™ Bioimaging System usando el soporte informático de captura 

Labworks 4.6 (Ultra-Violet Products), gracias al cual también se realizó el análisis 

densitométrico mediante densitometría óptica de las bandas correspondientes a 

cada una de las proteínas objeto de estudio, normalizando con respecto a la 

densidad óptica obtenida para el control de carga GAPDH, y expresando los 

resultados como unidades arbitrarias de proteína inmunodetectable. 

5. ESTUDIOS FUNCIONALES DE REACTIVIDAD VASCULAR 

(ÓRGANO AISLADO) 

Con el fin de determinar las concentraciones adecuadas de los 

compuestos a utilizar en angiogénesis, se diseñaron estudios funcionales de 

contractilidad y relajación vascular en aorta torácica de ratas Wistar comparando 

con sus respectivos controles y siguiendo los protocolos que se detallan a 

continuación. 

 



   Material y métodos 
   

 

78 
 

5.1 Fármacos utilizados 

Las características de los fármacos utilizados en el presente apartado se 

resumen en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Fármacos utilizados en estudios funcionales de reactividad vascular 

Fármacos Siglas Proveedor 
Rango 
diluciones 

Vehículo 

(R)-(-) fenilefrina 
hidrocloruro 

Fe Sigma Aldrich (P-6126) 10-8 – 10-5 M Agua 

Acetilcolina Ach Sigma Aldrich (A-6625) 10-7 – 10-4 M Agua 
Nω-nitro-L-arginina metil 
éster 

L-NAME Sigma Aldrich (N-5751) 10-4 M Agua 

S-metil-L-citrulina SMTC Sigma Aldrich (M5171) 10-6; 5 x 10-6 M Agua 
Diethylenetriamine/nitric 
oxide adduct 

DETA-NO Sigma Aldrich (D185) 10-9 – 10-4 M Agua 

Nitroglicerina 
 

NTG 
Solinitrina® (Almirall, 
945410) 

10-10 – 10-5 M Agua 

1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a] 
quinoxalin-1-one 

ODQ Sigma Aldrich (O3636) 5 x 10-5 M 
DMSO (dimetil 
sulfóxido) 

Datos proporcionados por Sigma Aldrich o Almirall, en función del fármaco. 

 

5.2  Montaje del tejido 

Una vez la aorta fue extraída y la grasa perivascular eliminada, se cortó en 

anillos de aproximadamente 4 mm de longitud. El tejido estuvo en todo momento 

en solución nutricia de Krebs (118 mM de NaCl; 4,75 mM de KCl; 1,8 mM de CaCl2; 

1,2 mM de MgCl2; 1,2 mM de KH2PO4; 25 mM de NaHCO3 y 11 mM de Glucosa). 

A través del lumen de cada anillo se introdujeron dos finos alambres paralelos de 

acero inoxidable mediante los cuales la preparación se fijó, por un lado al baño y 

por otro se conectó a un transductor isométrico de fuerza‐desplazamiento tipo 

Grass FT03, acoplado a un sistema de adquisición de datos (PowerLab/8SP; 
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ADInstruments), y registrando los cambios de tensión isométrica gracias al 

soporte informático Chart v5.0.2 (ADInstruments). Cada uno de los anillos se 

introdujo en un baño de órganos conteniendo 10 ml de solución fisiológica de 

Krebs. El baño se mantuvo en todo momento a 37°C de temperatura y con aporte 

constante de carbógeno (mezcla del 95% de O2 / 5% de CO2).  

Antes de iniciar cada protocolo experimental, las preparaciones se 

sometieron a una tensión inicial de 1 g y se dejaron estabilizar durante un periodo 

de 60 minutos. 

5.3  Protocolos experimentales 

Los protocolos experimentales se realizaron siguiendo las bases 

establecidas anteriormente por nuestro grupo de investigación (Gisbert y cols., 

2003).  

5.3.1  Meseta de contracción con KCl (80 mM) 

Al finalizar el periodo de estabilización de 60 minutos y para comprobar la 

capacidad contráctil de los vasos, éstos se contrajeron con una solución 

despolarizante obtenida de la sustitución equimolecular en la solución de Krebs 

de NaCl por KCl a una concentración de 80 mM. La meseta de contracción se 

mantuvo durante 10 minutos antes de los lavados y su magnitud fue utilizada 

como contracción de referencia para el resto de agentes contráctiles. 

5.3.2  Determinación de la presencia de endotelio funcional 

Tras un periodo de lavado de 15 minutos de la solución despolarizante, se 

comprobó la presencia o ausencia de endotelio mediante la adición del agonista 

muscarínico acetilcolina (ACh; 10-5 o 10-6 M, dependiendo del protocolo) (Sigma 

Aldrich), sobre la meseta de contracción inducida por el agonista α1- adrenérgico 
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no-selectivo fenilefrina (Fe; 10-6 M) (Sigma Aldrich). Las preparaciones se 

consideraron con endotelio funcional cuando la relajación con Ach alcanzó entre 

un 60-90 % (Furchgott, 1980). Se consideraron anillos sin endotelio aquellos en los 

que la relajación con Ach fue menor del 20%. El resto se descartan. Tras 

comprobar la integridad funcional del endotelio, las preparaciones se lavaron para 

recuperar el tono basal. Se trabajó en presencia de endotelio funcional. A partir 

de este momento, se llevaron a cabo distintos protocolos experimentales. 

5.3.3 Curvas concentración-respuesta de determinación de 

concentraciones de L-NAME y SMTC 

Cabe destacar que los experimentos para la determinación de la 

concentración adecuada de L-NAME (inhibidor no-selectivo de NOS), fueron 

realizados en nuestro grupo de experimentación en ensayos previos al desarrollo 

de la presente tesis doctoral (Victor y cols., 2009; Flacco y cols., 2013b). En este 

caso, la concentración elegida fue de 10-4 M. 

Con el fin de determinar las concentraciones adecuadas a utilizar en 

angiogénesis de SMTC y, tras 30 minutos de recuperación del tono basal, se 

realizaron curvas concentración-respuesta (CCR) añadiendo concentraciones 

acumulativas crecientes de Fe como agente contráctil (10-8 a 10-5.5 M) cada 5 

minutos y hasta alcanzar el máximo de respuesta contráctil. Seguidamente, sobre 

las mesetas de contracción obtenidas, se construyeron CCR de relajación por 

adición de concentraciones acumulativas crecientes de Ach (10-7 a 10-4 M) cada 5 

minutos. Una vez alcanzada la máxima relajación (100%) y tras 30 min de lavado, 

se adicionó SMTC (10-6 y 5 x 10-6 M). Se dejó en el baño durante 30 minutos y, 

transcurrido este tiempo, se realizaron CCR de contracción con concentraciones 
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acumulativas crecientes de Fe (10-8 a 10-5 M) y de relajación con Ach (10-7 a 10-4 

M). En la Imagen 4 se representa gráficamente el protocolo utilizado. 

 

 

 

 
Imagen 4. Protocolo experimental utilizado para la realización de curvas 
concentración-respuesta (CCR) de contracción con fenilefrina o de 
relajación con acetilcolina en presencia o ausencia de SMTC.  
Fe: fenilefrina; L: lavado o recambio de la solución de Krebs; Ach: 
acetilcolina; SMTC: S-metil-L-citrulina. 

 

 

5.3.4 Curvas concentración-respuesta de determinación de 

concentraciones de DETA-NO y Nitroglicerina 

Con el fin de determinar las concentraciones adecuadas a utilizar en 

angiogénesis de DETA-NO y Nitroglicerina (NTG) se realizó el protocolo descrito 

anteriormente de estabilización y contracción con KCl, además de la 

determinación de la presencia de endotelio funcional. Tras 45 minutos de 

recuperación del tono basal se llevó a cabo una meseta de contracción inducida 
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tras adicionar al baño una concentración de 10-6 M de Fe en presencia o ausencia 

de ODQ. Sobre esta meseta de contracción se adicionaron concentraciones 

acumulativas crecientes de DETA-NO (10-9 a 10-4 M) o NTG (10-10 a 10-5 M) cada 10 

minutos. Cabe destacar que el ODQ se adicionó en las curvas de relajación con 

DETA-NO para determinar si su acción relajante se llevaba a cabo a través de la 

enzima guanilato cliclasa. En la Imagen 5 se representan gráficamente los 

protocolos utilizados. 

 

A) 

 

 

B)  

 

 
Imagen 5. Protocolos experimentales utilizados para la realización de 
curvas concentración-respuesta (CCR) de contracción con fenilefrina o de 
relajación con DETA-NO o NTG en (A) ausencia o (B) presencia de ODQ.  
Fe: fenilefrina; L: lavado o recambio de la solución de Krebs; Ach: 
acetilcolina; SMTC: S-metil-L-citrulina. 
 



          Material y métodos 

    

83 
 

5.4  Análisis de los resultados 

Las curvas concentración-respuesta de contracción con fenilefrina y de 

relajación con los diferentes agentes relajantes (Ach, DETA-NO o NTG) fueron 

ajustadas por regresión no-lineal (Graph Pad Software). Por una parte se obtuvo, 

como parámetro característico el Emáx, definido como el efecto máximo contráctil 

o relajante. En el caso del efecto contráctil, éste se expresó como  el porcentaje 

respecto a la contracción inicial de KCl 80 mM, a la cual se le atribuyó el valor de 

100 %. En cambio, para el efecto relajante, éste fue expresado como porcentaje 

respecto a la contracción previa con Fe. Otro parámetro característico fue la 

pEC50, definido como el -logaritmo de la concentración de agonista capaz de 

producir el 50 % del Emáx.  

6. ANGIOGÉNESIS 

Los modelos de crecimiento vascular (angiogénesis) son ensayos útiles 

para la identificación del potencial pro-angiogénico de determinados agentes así 

como para realizar un cribado de inhibidores farmacológicos. Entre ellos se 

encuentra el modelo ex vivo de anillo de aorta de rata, desarrollado inicialmente 

por Nicosia y Ottinetti en 1990. Este modelo sirve de unión entre los modelos in 

vivo e in vitro. El uso de explantes vasculares intactos reproduce de forma mas 

precisa lo que ocurre en angiogénesis comparado con cultivos celulares aislados. 

Considerando que in vitro la organización de las células endoteliales en 

estructuras tubulares similares a capilares se desarrolla en una matriz 

tridimensional, se realizó  el cultivo de los explantes de aorta de rata, ratón y 2ª 

rama mesentérica de rata en Matrigel™ (BD Bioscience), un extracto del tumor de 

Engkebreth-Holm-Swarm de ratones formado por componentes de la membrana 

basal. A temperatura ambiente o superior el Matrigel™ polimeriza y produce una 
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matriz que contiene material biológicamente activo y degradable por plasmina, 

simulando así el tejido conectivo tridimensional en el que se encuentran las 

células in vivo. El ensayo fue puesto a punto con algunas modificaciones del 

método descrito originariamente por Nicosia y Ottinetti (1990). 

6.1 Fármacos utilizados 

Los fármacos utilizados en los ensayos de angiogénesis se resumen en la 

Tabla 7. 

 

Tabla 7. Fármacos empleados en ensayos de angiogénesis 

Fármacos Siglas Proveedor Rango diluciones Vehículo 

Nω-nitro-L-arginina metil 
éster 

L-NAME Sigma Aldrich (N-5751) 10-4 M Agua 

S-metil-L-citrulina SMTC Sigma Aldrich (M5171) 10-6 M Agua 
Diethylenetriamine/nitric 
oxide adduct) 

DETA-NO Sigma Aldrich (D185) 10-6, 10-5 y 10-4 M Agua 

Nitroglicerina NTG 
Solinitrina® (Almirall, 
945410) 

10-8, 10-6 y 10-5 M Agua 

1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a] 
quinoxalin-1-one 

ODQ Sigma Aldrich (O3636) 5 x 10-5 M 
DMSO 
(dimetil 
sulfóxido) 

Datos proporcionados por Sigma Aldrich o Almirall, en función del fármaco. 

 

6.2  Protocolos experimentales 

6.2.1  Protocolo general de estimulación 

Todo el proceso descrito a continuación fue realizado en las máximas 

condiciones de esterilidad. Los distintos explantes vasculares fueron extraídos y 

diseccionados como se explica en el punto 1.2 de este apartado. Una vez el tejido 

estuvo limpio de la grasa perivascular se transfirió a un medio de cultivo EBM-
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MV2 (Endotelial cell basal medium MV2, Promocell, Heidelberg, Alemania) con 

gentamicina (Genta-Gobens®; Normon) y anfotericina (Biowhittaker®; Cambrex) 

para evitar posterior contaminación, y se seccionó con un escalpelo en anillos de 

aproximadamente 1 mm de grosor. El ensayo se llevó a cabo en placa de 96 

pocillos  que se mantuvo en frío hasta su uso. Todos los materiales que estuvieron 

en contacto con el Matrigel™ debían permanecer en frío para evitar la 

solidificación de éste, la cuál tiene lugar a temperatura ambiente. El Matrigel™ se 

descongeló lentamente en hielo y en cámara fría (4ºC) durante al menos 4 horas. 

Cuando se encontró en estado líquido, se vertieron 50 μl por pocillo  y se sembró 

un anillo en cada pocillo, colocándolos en posición transversal. Transcurridos 30 

minutos para que se produzca la solidificación del Matrigel™ a temperatura 

ambiente,  con las arterias embebidas, se añadieron 200 μl del medio de cultivo 

EBM-MV2  enriquecido con FCS-25 (suero bovino fetal, 50 μl/ml) (medio basal, 

MB) y con diversos  factores de crecimiento (FC) como hbFGF (factor de 

crecimiento de fibroblastos humano básico, 10 ng/ml), hEGF (factor de 

crecimiento epidérmico humano, 5 ng/ml), hVEGF (factor de crecimiento 

endotelial vascular humano, 0.5 ng/ml), R3IGF-1 (factor de crecimiento 

dependiente de insulina, 20 ng/ml), ácido ascórbico (1 μg/ml) e hidrocortisona 

(0.5 μg/ml), a éste medio se le denominó “MB + FC”. Finalmente, cuando se 

requirió, se adicionó 20 μl de cada estímulo por duplicado en los pocillos 

correspondientes. La placa se incubó a 37ºC  y 5% de CO2 durante 7 días, 

renovando el medio y los estímulos al día siguiente y posteriormente cada dos 

días desde el inicio del experimento.  

6.2.2  Eliminación de la capa endotelial y adventicia 

Con la finalidad de determinar la implicación de determinados tipos 

celulares en la angiogénesis, se llevó a cabo un grupo de experimentos en los que 
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se trabajó con arteria aorta en presencia y/o ausencia de las capas endotelial y 

adventicia. Los protocolos de eliminación de las capas se llevaron a cabo una vez 

las arterias estuvieron limpias de la grasa perivascular. 

En el caso de la eliminación de la capa endotelial, ésta se realizó pasando 

alrededor de 20 veces una fina cánula por la luz del vaso. En cuanto a la 

eliminación de la capa adventicia, las aortas se introdujeron en un medio 

compuesto por DMEM / F12 (Sigma Aldrich), albúmina de suero bovino (BSA 1%, 

Sigma Aldrich), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y colagenasa II 

(2 mg/ml, Sigma Aldrich) para que se llevara a cabo la digestión y se dejó durante 

30 minutos a 37ºC y 5% de CO2. Transcurrido este tiempo se despegó la 

adventicia del resto de capas utilizando unas pinzas. 

Se llevó a cabo el cultivo y seguimiento de crecimiento de nuevos vasos 

durante 7 días en presencia (E+ A+) o ausencia (E- A-) de ambas capas y en 

ausencia de endotelio (E- A+) o adventicia (E+ A-).  

 

6.2.3  Formación de anillos quiescentes 

Se llevó a cabo varios experimentos donde los anillos de aorta se 

convirtieron en anillos quiescentes, es decir, en anillos cuya actividad angiogénica 

espontánea fue suprimida preservando su capacidad para crecer nuevos vasos 

como respuesta a factores de crecimiento o daño de la pared del vaso. Para ello, 

se mantuvieron los anillos aórticos embebidos durante 14 días en medio EBM-

MV2 (Endotelial cell basal medium MV2, Promocell, Heidelberg, Alemania) junto 

con los antibióticos gentamicina (Genta-Gobens®; Normon) y anfotericina 

(Biowhittaker®; Cambrex), el cuál se cambió cada 3 días (Nicosia, 2009). 
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6.2.4  Cambios en la expresión génica durante el crecimiento 

angiogénico  

Con el fin de determinar que ocurre con la expresión de eNOS, nNOS y NT-

3 durante el proceso angiogénico, se realizó un protocolo experimental en el cual 

se van tomando muestras del cultivo a lo largo de su desarrollo.  

En primer lugar, tras sembrar los anillos en Matrigel™, algunos de ellos se 

recogieron inmediatamente y se congelaron en nitrógeno líquido, denominando 

esta primera muestra como “día 0”. Los anillos restantes se mantuvieron en 

cultivo angiogénico durante 7 días y transcurrido este tiempo, una parte de ellos 

se recogieron y congelaron (muestras a “día 7”) mientras que en las restantes 

placas se separaron los anillos de los nuevos vasos formados y  se siguieron cuatro 

protocolos diferentes: 

A) Se almacenaron por separado a -80ºC, los anillos y los nuevos vasos 

formados. 

B) Los nuevos vasos, desprovistos del anillo, se  dejaron en cultivo en la 

misma placa durante 5 días más, se recogieron y se almacenaron a      

-80ºC. 

C) Los anillos, separados de los nuevos vasos, fueron resembrados en 

una nueva placa con Matrigel™ y se mantuvieron durante 5 días más 

en cultivo (12 días totales). Transcurrido este tiempo se llevó a cabo el 

mismo procedimiento que a los 7 días, es decir, se recogieron, por una 

parte los anillos junto a los nuevos vasos y, por otra parte el anillo y 

los nuevos vasos por separado y se almacenaron a -80ºC. 

D) Las placas con los nuevos vasos desprovistos de anillo se introdujeron  

en cámara húmeda (4ºC) con el fin de que el Matrigel™ se licuara. Se 

extrajo el medio y los nuevos vasos se resuspendieron con el volumen 
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adecuado de tripsina-EDTA al 0.25% (T4049, Sigma) con la finalidad de 

desprender las células. El medio extraído junto con los nuevos vasos 

tripsinizados, se centrifugaron durante 10 minutos a 1000 rpm y el 

pellet obtenido se resuspendió con medio de cultivo “MB + FC”. Se 

sembraron 600 μl de células por pocillo de placa de 24 sobre 300 μl de 

Matrigel™ previamente solidificado. Insertos de 12 mm de diámetro y 

filtro de 0,4 μm (Millicell®) fueron colocados en los pocillos que 

contenían el cultivo de nuevos vasos y en ellos se introdujeron, junto 

a medio de cultivo MB + FC, anillos aórticos que ya habían sido 

cultivados en Matrigel™ procedentes de los mismos animales que los 

nuevos vasos, o anillos aórticos de animales ajenos a ellos que no 

habían sido cultivados. Tras alcanzar la confluencia del 80% (5 días), el 

cultivo celular se recogió y se almacenó a -80ºC.  

6.2.5  Adquisición y análisis de imágenes 

Se realizó el seguimiento diario del crecimiento de nuevos vasos desde el 

“día 3” hasta el último día de cultivo utilizando el microscopio invertido Nikon 

Eclipse TE2000-S (objetivo 2x) o el microscopio invertido Leica DM IL LED Leica 

cámara (objetivo 2.5x). El análisis de las imágenes se llevó a cabo con el programa 

Sigma Scan Pro (Systat Software, Inc. Chicago IL) o Leica Microsystems, en función 

del microscopio utilizado. Con el fin de analizar la cinética de crecimiento de 

nuevos vasos, ésta se determinó midiendo la distancia en µm  alcanzada por los 

vasos en cuatro ejes determinados según los polos terrestres, tomando como 

punto de origen en cada caso la superficie externa del anillo  y considerando hasta 

el extremo final de los nuevos vasos formados.  
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Además, para una mejor observación de la formación de nuevos vasos se 

llevó a cabo una tinción celular de fluorescencia al finalizar el experimento. Para 

ello se añadió 1 μl de acetoximetilo (1 mg/ml) también denominado calceína 

(Invitrogen™ Molecular Probes Inc. Paisley, UK), un compuesto fluorógeno 

hidrofóbico que atraviesa la membrana plasmática de las células y una vez se 

encuentra en el citoplasma es hidrolizado por esterasas dando lugar a un derivado 

fluorescente hidrofílico (calceína libre) que queda atrapado en el interior celular al 

no poder atravesar la membrana plasmática. Se incubó 15 minutos a 37ºC y a 

continuación se procedió a la visualización de los nuevos vasos formados 

mediante el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse e800 (objetivo 4x) 

equipado con una cámara fotográfica Nikon. El programa informático empleado 

para la captura de imágenes fue Nikon ACT-1.  

7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO   

Los resultados se representan como la media ± el error estándar de la 

media (e.e.m.) para las n determinaciones obtenidas de diferentes muestras. El 

análisis estadístico incluye un análisis de varianza (ANOVA) para la comparación 

de medias múltiples (test de Dunnett), el test t de Student para muestras 

independientes y el análisis de varianza de dos vías (ANOVA) para estudiar 

simultáneamente dos factores (GraphPad Software). Las diferencias fueron 

consideradas significativas cuando P < 0.05. 

Para determinar si existen correlaciones entre variables analizadas, se 

utilizó el análisis de regresión lineal y se evaluó el coeficiente de correlación de 

Pearson (GraphPad Software) que informa acerca de la existencia o no de relación 

lineal (P < 0.05), de la intensidad de correlación (según el valor absoluto del 

coeficiente de Pearson entre 0 y 1) y de su sentido (relación inversa o directa). 
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NOS Y NT-3 EN LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 
HUMANA 

1. CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, ANTROPOMÉTRICAS Y 
CLÍNICAS DE LA POBLACIÓN ESTUDIADA 

En el presente estudio se incluyeron un total de entre 8 y 32 individuos en 

función de la patología cardiovascular diagnosticada. Las diferentes patologías 

objeto de estudio fueron: hipertensión arterial (HTA), insuficiencia cardiaca en 

fase terminal (IC), pacientes sometidos a trasplante cardiaco (TC), insuficiencia 

pulmonar (IP) y sujetos con antecedentes familiares de muerte súbita (MS). Se 

determinaron las variables demográficas, antropométricas y clínicas de todos los 

grupos de población con el fin de evaluar el estado de los pacientes y su relación 

con la expresión de los genes eNOS, nNOS y NT-3. Cabe destacar que los 

voluntarios sanos fueron individuos con niveles normalizados de PA, que no 

presentaron signos de enfermedad cardiovascular diagnosticada y con un perfil 

bioquímico dentro de la normalidad. Además, a los pacientes con antecedentes 

familiares de muerte súbita, no se les determinó ninguna variable clínica, ya que 

son sujetos, al igual que los sanos, que no sufren ninguna enfermedad 

cardiovascular diagnosticada. En la Tabla 8 se representan los valores de edad, 

sexo e Índice de Masa Corporal (IMC) de la población sana y con diferentes 

cardiopatías.  
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Tabla 8. Variables demográficas y antropométricas de la población estudiada  

 Control HTA IC TC IP MS 
Edad (años) 
[Rango de 
Edad] 

42 ± 4 
[23-68] 

46 ± 4 
[31 – 60] 

50 ± 2 
[17 – 64] 

46 ± 4 
[16 – 53] 

35 ± 2 
[17 – 55] 

44 ± 3 
[31 – 57] 

Hombre / Mujer  10 / 6  8 / 2  27 / 5 13 / 4 17 / 9 4 / 4 
IMC (Kg/m2) 27.1 ± 1.5 28.0 ± 1.2 27.0 ± 0.9 23.6 ± 0.8 26.3 ± 2.9 - 
n 4 – 20 10 13 – 32 17 9 – 22 7 

Los valores se expresan como la media ± e.e.m. HTA, hipertensión arterial; IC, insuficiencia cardiaca en fase 
terminal; TC, trasplante cardiaco; IP, insuficiencia pulmonar; MS, pacientes con antecedentes de muerte 
súbita;  IMC, Índice de Masa Corporal. 
 
 

1.1  Hipertensión arterial (HTA) 

En la Tabla 9 se resumen las principales variables clínicas determinadas en 

los 10 pacientes con hipertensión arterial (HTA). 

 

Tabla 9. Variables clínicas de pacientes con hipertensión arterial (HTA)  

                HTA 
Variables clínicas  

PA en consultorio (mmHg)  
Sistólica 138 ± 2 
Diastólica 86 ± 1 

PA de 24 h (mmHg)  
Sistólica 135 ± 2 
Diastólica 86 ± 1 

PA diurna (mmHg)  
Sistólica 142 ± 2 
Diastólica 92 ± 1 

PA nocturna (mmHg)  
Sistólica 121 ± 2 
Diastólica 72 ± 3 

Frecuencia cardiaca (l/min)  
24 h 78 ± 3 
Diurna 83 ± 3 
Nocturna 68 ± 4 

PA, presión   arterial. Los valores se expresan como media ± e.e.m. 
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1.2  Insuficiencia cardiaca (IC) 

En la Tabla 10 se resumen las principales variables clínicas de los 32 

pacientes con insuficiencia cardiaca (IC). Los pacientes con los que se trabajó se 

encontraban en los estadios más graves (III, III-IV, y IV) de la enfermedad, de ahí 

que la insuficiencia se denomine en fase terminal.  La IC puede tener diferentes 

etiologías como cardiopatía isquémica (CI) o miocardiopatía dilatada (MCD), entre 

otras, y, además, los pacientes pueden cursar con otras patologías asociadas 

como HTA o diabetes mellitus. Otras variables que se midieron fueron variables 

eco-cardiográficas, hemodinámicas y bioquímicas, además del tratamiento 

farmacológico al cual fueron sometidos los pacientes. 
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Tabla 10. Variables clínicas de pacientes con insuficiencia cardiaca en fase terminal (IC) 

          IC 
Etiología y enfermedades asociadas  

NYHA (I/II/III/III-IV/IV) 0/0/3/18/11 
Cardiopatía isquémica 7 (22%) 
Miocardiopatía dilatada 17 (53%) 
Otros  8 (25%) 
Hipertensión arterial 7 (22%) 
Diabetes mellitus 4 (13%) 

 
Variables eco-cardiográficas  

FEVi (Fracción de eyección del Vi) (%) 20.7 ± 2.1 
DTdVi (Diámetro tele-diastólico del Vi) (mm) 66.7 ± 2.2 
DTsVi (Diámetro tele-sistólico del Vi) (mm) 57.4 ± 2.5 

 
Variables hemodinámicas  

PAPs (Presión arterial pulmonar sistólica) (mmHg) 53.4 ± 2.7 
PAPd (Presión arterial pulmonar diastólica) (mmHg) 30.4 ± 1.7 
PAPm (Presión arterial pulmonar media) (mmHg) 39.4 ± 1.9 
PCP (Presión capilar pulmonar) (mmHg) 29.8 ± 1.6 
RVP (Resistencia vascular pulmonar) (U.Wood) 3.1 ± 0.3 
GC (Gasto cardiaco) (l/min/1.73 m2) 3.7 ± 0.2 

 
Variables bioquímicas  

NT-proBNP (pg/ml [P25-P75]) 7316 ± 1610 
Bilirrubina (mg/dl) 1.3 ± 0.1 
GOT (U/l) 49.8 ± 15.8 
GPT (U/l) 67.6 ± 24.9 

 
Tratamiento farmacológico  

Estimulantes cardiacos (Dopamina, NA, Dobutamina) 9 (28%) 
Espironolactona 23 (72%) 
IECAs (Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina) 22 (69%) 
Carvedilol 16 (50%) 
Amiodarona 6 (19%) 
Digoxina 12 (38%) 

Los valores de las variables eco-cardiográficas, hemodinámicas y bioquímicas se expresan como la media ± 
e.e.m. NA, noradrenalina; NT-proBNP, precursor amino terminal del péptido natriurético tipo B; GOT, 
transaminasa glutámico oxalacética; GTP, transaminasa glutámico pirúvica; Vi, ventrículo izquierdo. 
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1.3  Trasplante cardiaco (TC) 

En el estudio también se incluyeron 17 pacientes que, tras padecer una IC 

en fase terminal habían sido sometidos a trasplante cardiaco, tomándose las 

muestras entre los 14 y los 471 días posteriores al trasplante. En la Tabla 11 se 

resumen las principales variables clínicas de estos pacientes. El tratamiento 

farmacológico consistía en fármacos moduladores del sistema inmunológico para 

combatir la posible aparición de rechazo. 

 

Tabla 11. Variables clínicas de pacientes sometidos a trasplante cardiaco (TC) 

          TC 
 
Etiología y enfermedades asociadas  

Hipertensión arterial 4 (24%) 
Diabetes mellitus 1 (6%) 

 
Variables eco-cardiográficas  

FEVi (Fracción de eyección del Vi) (%) 17 (100%) 
FEVd (Frección de eyección del Vd) (%) 17 (100%) 
DTdVi (Diámetro tele-diastólico del Vi) (mm) 43.8 ± 1.3 
DTsVi (Diámetro tele-sistólico del Vi) (mm) 26.4 ± 1.2 

 
Variables hemodinámicas  

PAPs (Presión arterial pulmonar sistólica) (mmHg) 46.4 ± 2.8 
PAPd (Presión arterial pulmonar diastólica) (mmHg) 27.4 ± 2.2 
PAPm (Presión arterial pulmonar media) (mmHg) 34.8 ± 2.3 
PCP (Presión capital pulmonar) (mmHg) 28 ± 2 
RVP (Resistencia vascular pulmonar) (U.Wood) 2.5 ± 0.5 
GC (Gasto cardiaco) (l/min/1.73 m2) 3.2 ± 0.4 
PTSVd (Presión tele-sistólica del Vd) (mmHg) 35 ± 2 
PTDVd (Presión tele-diastólica del Vd) (mmHg) 9 ± 1 
PAd (Presión de la aurícula derecha) (mmHg) 8 ± 1 
Frecuencia cardiaca (l/min) 98 ± 1 

 
Tratamiento inmuno-modulador 

 

Ciclosporina A 10 (59%) 
Micofenolato Mofetilo 17 (100%) 
Tacrólimus 7 (41%) 
Everólimus 2 (12%) 
Rapamicina 1 (6%) 
Esteroides 17 (100%) 

 Los valores de las variables eco-cardiográficas y hemodinámicas se expresan como la media ± e.e.m. 
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1.4  Insuficiencia pulmonar (IP) 

Se trabajó con 22 pacientes que desarrollaron insuficiencia pulmonar (IP) 

como consecuencia de cardiopatías de base intervenidas quirúrgicamente,  como 

Tetralogía de Fallot y  estenosis/agenesia pulmonar, entre otras. En la Tabla 12 se 

resumen las principales variables clínicas medidas en estos pacientes. 

 

Tabla 12. Variables clínicas de pacientes con insuficiencia pulmonar (IP) 

         IP 
 
Cardiopatía de base 

 

Tetralogía de Fallot intervenida 18 (69%) 
Estenosis pulmonar intervenida 5 (19%) 
Agenesia pulmonar 1 (4%) 
Otras  2 (8%) 

 
Enfermedades asociadas 

 

Hipertensión arterial 6 (23%) 
Dislipemia 3 (12%) 
Diabetes mellitus 1 (4%) 

 
Variables eco-cardiográficas 

 

FEVi (Fracción de eyección del Vi) (%) 59.1 ± 1.8 
FEVd (Fracción de eyección del Vd) (%) 48.4 ± 2.2 
DTdVi (Diámetro tele-diastólico del Vi) (mm) 44.1 ± 1.2 
DTsVi (Diámetro tele-sistólico del Vi) (mm) 27.4 ± 1.0 
DBVd (Diámetro basal del Vd) (mm) 49.6 ± 1.6 
DMVd (Diámetro medio del Vd) (mm) 41.7 ± 2.6 

 
Variables hemodinámicas 

 

PAPs (Presión arterial pulmonar sistólica) (mmHg) 29.4 ± 2.6 
Frecuencia cardiaca (pulsaciones/min) 67.4 ± 2.3 

 
Variables bioquímicas 

 

 

NT-proBNP (pg/ml [P25-P75]) 237.5 ± 63.1 
Na+ (mEq/l)) 140.0 ± 0.5 
K+ (mEq/l) 4.2 ± 0.1 
Creatinina (mg/dl) 0.9 ± 0.1 
Bilirrubina (mg/dl) 0.8 ± 0.1 
GOT (U/l) 35.8 ± 6.2 
GPT (U/l) 43.0 ± 10.0 

Los valores de las variables eco-cardiográficas y hemodinámicas se expresan como la media ± e.e.m. 
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1.5  Muerte súbita (MS) 

Se trabajó con muestras que corresponden a 7 sujetos que presentan 

antecedentes familiares de muerte súbita por Taquicardia Ventricular 

Catecolaminérgica Polimórfica (MS). Dichos sujetos no presentan ninguna 

sintomatología relacionada con patologías cardiovasculares, por tanto, se les 

realiza un seguimiento de distintas pruebas físicas pero no se les determina 

ninguna variable clínica. 

2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE eNOS, nNOS, NT-3  y TrkC EN 

MIOCARDIO Y LINFOCITOS HUMANOS 

2.1  Cambios de la expresión en patologías cardiovasculares 

2.1.1  Expresión de eNOS  

 Se realizó un análisis comparativo de los niveles de ARNm de eNOS en Vi 

de voluntarios sanos y pacientes con IC y en Vd  de pacientes con IC, TC e IP. No se 

observan cambios estadísticamente significativos entre los distintos grupos, ni 

entre ventrículos. No se dispone de muestras de Vd de donantes sanos para poder 

determinar  posibles cambios en esta cámara relacionados con las patologías. 

Cabe destacar que, aunque parece aumentada la expresión de eNOS en Vi de 

pacientes con IC, este aumento no alcanza significación estadística porque  existe 

una gran variabilidad en la expresión génica de eNOS en estos pacientes (Figura 

2).       
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Figura 2. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de eNOS en 
miocardio de individuos sanos y con diferentes patologías cardiovasculares: 
insuficiencia cardiaca (IC),  trasplante cardiaco (TC) e insuficiencia pulmonar 
(IP). Vi, ventrículo izquierdo; Vd, ventrículo derecho. Resultados expresados 
como la media ± e.e.m. de n = 4 – 32 valores normalizados usando GAPDH 
como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis estadístico: t de Student. 

 

Teniendo en cuenta la etiología de la IC, se llevó a cabo un análisis 

comparativo de los niveles de expresión de ARNm de eNOS en distintos subgrupos 

de pacientes con IC, agrupados según que su patología fuera cardiopatía 

isquémica (CI), miocardiopatía dilatada (MCD), o bien formaran parte de un grupo 

mixto de IC no isquémica, no dilatada (Otras). En  la Figura 3  se observa que no 

existen diferencias significativas entre  los distintos subgrupos.                                                                  
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Figura 3. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de eNOS en 
ventrículo izquierdo de individuos sanos con respecto a pacientes 
insuficientes clasificados en función de su etiología: cardiopatía isquémica 
(CI), miocardiopatía dilatada (MCD) y cardiopatía no isquémica, no dilatada 
(Otras). Resultados expresados como la media ± e.e.m. de n = 4 – 17 valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis 
estadístico: análisis de varianza (ANOVA)  seguido del  test de Dunnet vs 
Sanos.   

 

De igual forma, se analizaron los niveles de expresión génica  de eNOS en 

linfocitos circulantes procedentes de voluntarios sanos, pacientes con HTA, IC, IP, 

TC y sujetos con antecedentes familiares de muerte súbita (MS). Se observa cómo 

el ARNm de eNOS se encuentra significativamente disminuido en linfocitos de 

pacientes con IC o IP y en pacientes sometidos a trasplante cardiaco (TC) con 

respecto a voluntarios sanos. Cabe destacar que los niveles de expresión génica 

de eNOS en las muestras de sujetos con antecedentes familiares de muerte súbita 

(MS) fueron muy similares a los niveles en los voluntarios sanos (Figura 4). 
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Figura 4. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de eNOS en 
linfocitos circulantes de individuos sanos y con diferentes patologías 
cardiovasculares: hipertensión arterial (HTA), insuficiencia cardiaca (IC),  
trasplante cardiaco (TC), insuficiencia pulmonar (IP) así como sujetos con 
antecedentes familiares de muerte súbita (MS). Resultados expresados como 
la media ± e.e.m. de n = 7 – 22 valores normalizados usando GAPDH como 
gen de referencia (2-∆Ct). Análisis estadístico: análisis de varianza (ANOVA) 
seguido del test de Dunnet siendo ** P < 0.01 vs Sanos; ѠѠ P < 0.01 vs IC 
según test t Student. 

 
 

Tras el análisis de la expresión génica realizado en Vi, se determinó la 

expresión proteica en las mismas muestras. No se realizó dicho análisis en 

linfocitos por limitaciones en la cantidad de muestra. Se observa que a nivel 

proteico se reproduce la variabilidad observada a nivel de ARNm sin llegar a 

encontrar diferencias significativas  entre miocardio sano y enfermo en la 

expresión de eNOS (Figura 5).  
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Figura 5. Western Blot y análisis densitométrico de la expresión proteica de 
eNOS en ventrículo izquierdo de pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) con 
respecto a sus controles sanos. Valores normalizado,  utilizando GAPDH 
como control de carga y expresados como el ratio de proteína 
inmunodetectable en IC vs sanos. Análisis estadístico: t de Student.  
 

 

2.1.2  Expresión de nNOS  

Con respecto a los niveles de ARNm de nNOS, no se observan cambios en 

el Vi de pacientes con IC  y no se dispone de muestras de Vd de donantes sanos 

para poder determinar  posibles cambios en esta cámara. Lo que sí se observa es 

una expresión significativamente mayor en pacientes sometidos a trasplante 

cardiaco (TC) con respecto a los niveles de expresión en Vd de pacientes con IC o 

IP (Figura 6).  
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Figura 6. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de nNOS en 
miocardio de individuos sanos y con diferentes patologías cardiovasculares: 
insuficiencia cardiaca (IC),  trasplante cardiaco (TC), insuficiencia pulmonar 
(IP). Vi, ventrículo izquierdo; Vd, ventrículo derecho. Resultados expresados 
como la media ± e.e.m. de n = 4 – 32 valores normalizados usando GAPDH 
como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis estadístico: t de Student siendo Ѡ P < 
0.05 Ѡ Ѡ P < 0.01 vs TC. 

 

Como en el caso de eNOS, se realizó el análisis comparativo de los niveles 

de expresión de ARNm de nNOS en función de la etiología de la IC pero no existen 

diferencias significativas entre  ellas ni con respecto a los individuos sanos (Figura 

7).  
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Figura 7. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de nNOS en 
ventrículo izquierdo de individuos sanos con respecto a pacientes 
insuficientes clasificados en función de su etiología: cardiopatía isquémica 
(CI), miocardiopatía dilatada (MCD) y cardiopatía no isquémica, no dilatada 
(Otras). Resultados expresados como la media ± e.e.m. de n = 4 – 13 valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis 
estadístico: análisis de varianza (ANOVA) seguido del test de Dunnet. 

 

 
2.1.3  Expresión de NT-3  

En miocardio, los niveles de expresión génica de NT-3 se encuentran  

significativamente aumentados en Vi de pacientes con IC con respecto a 

voluntarios sanos. Además, los niveles de ARNm en Vd de pacientes con IC o IP 

son significativamente menores respecto a los pacientes sometidos a trasplante 

cardiaco (TC) (Figura 8). 
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Figura 8. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de NT-3 
en miocardio de individuos sanos y con diferentes patologías 
cardiovasculares: insuficiencia cardiaca (IC),  trasplante cardiaco (TC), 
insuficiencia pulmonar (IP). Vi, ventrículo izquierdo; Vd, ventrículo derecho.  
Resultados expresados como la media ± e.e.m. de n = 4 – 32 valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis 
estadístico: t de Student siendo  * P < 0.05 vs Sanos;  Ѡ P < 0.05                                                                                                                                                                                                                        
Ѡ Ѡ P < 0.01 vs TC. 

 

Se realizó el análisis comparativo de los niveles de expresión de ARNm de 

NT-3 en función de la etiología de la IC (Figura 9). Se observa un aumento de la 

expresión en todos los casos aunque este aumento sólo es estadísticamente 

significativo en el caso de la MCD.   
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Figura 9. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de NT-3 en 
ventrículo izquierdo de individuos sanos con respecto a pacientes 
insuficientes clasificados en función de su etiología: cardiopatía isquémica 
(CI), miocardiopatía dilatada (MCD) y cardiopatía no isquémica, no dilatada 
(Otras). Resultados expresados como la media ± e.e.m. de n = 4 – 17 valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis 
estadístico: análisis de varianza (ANOVA) seguido del  test de Dunnet. 

 

En linfocitos, se observa como los niveles de ARNm de NT-3 se encuentran 

significativamente incrementados en los pacientes con HTA e IC con respecto a 

voluntarios sanos y a sujetos con antecedentes familiares de muerte súbita (MS) 

(Figura 10). 
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Figura 10. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de NT-3 en 
linfocitos circulantes  de individuos sanos y con diferentes patologías 
cardiovasculares: hipertensión arterial (HTA), insuficiencia cardiaca (IC),  
trasplante cardiaco (TC), insuficiencia pulmonar (IP), antecedentes familiares 
de muerte súbita (MS). Resultados expresados como la media ± e.e.m. de n = 
6 – 19 valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). 
Análisis estadístico: análisis de varianza (ANOVA) seguido del test de Dunnet 
siendo * P < 0.05   ** P < 0.01  vs Sanos.   

 

En cuanto a la expresión proteica de NT-3, no existen diferencias 

significativas en Vi de pacientes insuficientes con respecto a voluntarios sanos 

(Figura 11).  
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Figura 11. Western Blot y análisis densitométrico de la expresión proteica de 
NT-3 en ventrículo izquierdo de pacientes con insuficiencia cardiaca con 
respecto a sus controles sanos. IC, insuficiencia cardiaca. Valores 
normalizados, utilizando GAPDH como control de carga, y expresados como 
el ratio de proteína inmunodetectable. Análisis estadístico: t de Student. 

 

2.1.4  Expresión de TrkC  

Teniendo en cuenta los cambios de expresión génica de NT-3 encontrados 

en Vi de pacientes insuficientes con respecto a los individuos sanos, se 

determinaron los niveles de expresión del receptor al cuál se une, TrkC, en el 

mismo grupo de pacientes (Figura 12). Se observa que no existen diferencias 

significativas en pacientes insuficientes (IC) con respecto a  individuos sanos, 

aunque se trata de resultados preliminares que requieren ser completados en un 

futuro.  
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Figura 12. Análisis comparativo de niveles de expresión génica de TrkC en 
ventrículo izquierdo de pacientes con insuficiencia cardiaca con respecto a 
sus controles sanos. IC, insuficiencia cardiaca. Resultados expresados como la 
media ± e.e.m. de n = 4 – 9 valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia (2-∆Ct). Análisis estadístico: t de Student.  

 

2.2  Cambios en la expresión génica en función del tratamiento 

 farmacológico  

El grupo de pacientes con IC estaban siendo tratados con numerosos 

fármacos que modifican la función cardiaca. Entre ellos se encuentran: 

dobutamina, noradrenalina y dopamina (estimulantes cardíacos), espironolactona 

(diurético antialdosterónico), IECAs (inhibidores de la enzima convertidora de 

angiotensina), carvedilol (β-bloqueante), amiodarona y digoxina (antiarrítmicos), 

entre otros. Se realizó un análisis estadístico entre los pacientes que reciben o no 

cada uno de estos fármacos a fin de determinar si con estos tratamientos se 

producen cambios en la expresión génica de eNOS, nNOS y NT-3 en miocardio y/o 

linfocitos. 
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2.2.1  Miocardio 

No se observan diferencias significativas entre los pacientes tratados o no 

con cada uno de los fármacos estudiados (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Análisis comparativo de los 
niveles de expresión génica de eNOS, 
nNOS y NT-3 en ventrículo izquierdo  de 
pacientes con IC clasificados en función de 
los diferentes tratamientos: estimulantes 
cardiacos, espironolactona, IECAs  
(inhibidores de la enzima convertidora de 
angiotensina), carvedilol, amiodarona, o 
digoxina. Resultados expresados como 
media ± e.e.m. de n = 4 – 26 valores 
normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia (2-∆Ct). Análisis estadístico: t de 
Student.  
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2.2.2  Linfocitos circulantes 

En cuanto al análisis comparativo realizado en linfocitos de pacientes con 

IC entre los niveles de expresión génica de eNOS y NT-3 y los diferentes 

tratamientos farmacológicos, se observa como tampoco existen diferencias 

significativas entre ellos (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análisis comparativo de los niveles de expresión génica de eNOS y 
NT-3 en linfocitos de pacientes con IC clasificados en función de los diferentes 
tratamientos: estimulantes cardiacos, espironolactona, IECAs  (inhibidores de 
la enzima convertidora de angiotensina), carvedilol, amiodarona, digoxina. 
Resultados expresados como media ± e.e.m. de n = 4 - 20 valores normalizados 
usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis estadístico: t de Student.  
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3.  CORRELACIÓN ENTRE DISTINTOS GENES EXPRESADOS EN 

UN MISMO TERRITORIO 

Se analizó la posible correlación existente en miocardio (Vi y Vd) y 

linfocitos entre NT-3 y las enzimas responsables de la síntesis de óxido nítrico, 

eNOS y nNOS, o los  adrenoceptores (ARs) α1 y β, cuya expresión se había 

determinado en un trabajo anterior (Monto et al., 2012) en estas mismas 

muestras. Cabe destacar que las correlaciones no se realizaron con AR-β3 debido 

a que su expresión génica es prácticamente indetectable. 

3.1  Ventrículo izquierdo   

Se observa que existe correlación positiva y significativa entre los niveles 

de expresión de NT-3 con eNOS, AR- α1A y β2 en Vi de todos los individuos. 

También se encontró correlación directa entre NT-3 y ARs-β1 cuando 

consideramos únicamente los resultados obtenidos con pacientes insuficientes. 

No se encontró correlación significativa entre NT-3 y AR-α1B, α1D o nNOS (Figura 

15).  
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B) ARs-α1                                                        

  

 

 

 

 

 

 

 

          

  

 

C) ARs-β               

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de NT-3 y (A) 
isoformas constitutivas de NOS (B) ARs-α1 y (C) ARs-β en ventrículo izquierdo. 
Resultados de los valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia 
(2-ΔCt). n = 29 – 36, incluyendo controles y pacientes insuficientes, excepto en el 
caso de la correlación entre NT-3 y β1, en el que únicamente se consideran los 
pacientes con insuficiencia cardiaca. 
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3.2  Ventrículo derecho 

En esta cámara se llevó a cabo un análisis similar considerando la 

totalidad de las muestras. Cabe destacar que existe una correlación directa y 

significativa entre los niveles de ARNm de NT-3 con eNOS, AR- α1A, α1D, β1 y β2 

(Figura 16).  
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C) ARs-β 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 16. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de NT-3 y (A) 
isoformas constitutivas de NOS (B) ARs-α1 y (C) ARs-β en ventrículo derecho. 
Resultados de n = 12 - 20 valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia (2-ΔCt).  
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β3 y nNOS en linfocitos fueron indetectables. Se observa como no existe 

correlación significativa entre NT-3 y el resto de genes estudiados (Figura 17). 
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B) ARs-β 

  

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de NT-3 y (A) 
NOSs y (B) ARs-β, en linfocitos humanos circulantes. Resultados de n = 44 
valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-ΔCt).  
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3.4  Días postrasplante 

Dado que el corazón trasplantado ha sufrido una denervación completa y 

pasa por un proceso de adaptación a su nuevo entorno, se analizó si el tiempo 

tras el trasplante implicaba cambios en la expresión de los genes estudiados. Para 

ello, tanto en muestras de miocardio (biopsias de Vd) como en linfocitos 

procedentes de pacientes sometidos a trasplante cardiaco, se realizó un análisis 

de regresión lineal entre los niveles de ARNm de eNOS, nNOS y NT-3 y los días 

transcurridos desde que se llevara a cabo el trasplante. Se observa como existe 

correlación directa y significativa tanto en miocardio como en linfocitos entre los 

niveles de ARNm de eNOS y los días postrasplante. No ocurrió lo mismo con nNOS 

y NT-3 (Figura 18). 
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B) Linfocitos 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Regresión lineal entre los días trascurridos desde el trasplante 
cardiaco y los niveles de expresión génica de eNOS, nNOS y NT-3 en (A) 
ventrículo derecho y (B) linfocitos humanos circulantes. Resultados de n = 6 - 
17 valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-ΔCt).  
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IMC. Se observó que no existe correlación significativa entre las variables 

antropométricas y los niveles de expresión de ARNm en ninguno de los grupos 

estudiados. Tampoco se observaron diferencias significativas en función del sexo. 

4.2  Correlación con variables clínicas  

 4.2.1  Hipertensión arterial (HTA) 

Numerosas son las variables que se miden en los pacientes que cursan 

con niveles elevados de presión arterial. Sin embargo, ninguna de dichas variables 

correlacionó de forma significativa con los genes objeto de estudio en la presente 

tesis. 

4.2.2  Insuficiencia cardiaca (IC) 

Se analizó la posible correlación entre los niveles de expresión génica de 

eNOS, nNOS y NT-3 en miocardio (Vi y Vd) y linfocitos y las variables clínicas 

determinadas en los pacientes con IC. Cabe destacar que en el caso de los 

linfocitos, no se encontraron correlaciones significativas con ninguna de ellas. 
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eNOS 

En el miocardio, los niveles de ARNm de eNOS en Vi (Figura 19A) y Vd 

(Figura 19B) de pacientes con IC correlacionan de forma negativa y significativa 

con el diámetro tele-diastólico y tele-sistólico del Vi. 
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Figura 19. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de eNOS en 
(A) ventrículo izquierdo y (B) ventrículo derecho de pacientes con 
insuficiencia cardiaca y el diámetro tele-diastólico (línea discontinua) y tele-
sistólico (línea continua) del Vi. DVi, diámetro del ventrículo izquierdo. 
Resultados de n = 32 valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia (2-ΔCt). 
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La presión pulmonar es una de las variables más importantes a tener en 

cuenta cuando se trabaja con pacientes que sufren de IC. Así pues se observa una 

correlación negativa y significativa entre los niveles de ARNm de eNOS en Vi de 

estos pacientes y la presión capilar pulmonar (PCP) (Figura 20A), presión arterial 

pulmonar sistólica (PAPs) y presión arterial pulmonar media (PAPm) (Figura 20B).  
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Figura 20. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de eNOS en 
ventrículo izquierdo de pacientes con insuficiencia cardiaca y (A) la presión 
capilar pulmonar  o (B) la presión arterial pulmonar sistólica (línea continua)  
y media (línea discontinua). PCP, presión capilar pulmonar; PAP, presión 
arterial pulmonar. Resultados expresados de n = 32 valores normalizados 
usando GAPDH como gen de referencia (2-ΔCt). 
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La estrecha relación encontrada entre la expresión cardiaca de eNOS y la 

PAP se confirma con el análisis de los niveles génicos y proteicos en dos grupos de 

pacientes insuficientes clasificados de acuerdo con un valor de presión arterial 

pulmonar sistólica considerado normal o patológico, esto es, un valor inferior (no 

hipertensión pulmonar, NHP) o superior (hipertensión pulmonar, HP) a 35 mmHg, 

respectivamente (Guglin y Khan, 2010). En la Figura 21 se muestra como los 

pacientes con HP poseen niveles de expresión génica y proteica de eNOS 

significativamente inferiores comparados con aquellos pacientes insuficientes 

cuyos valores de presión son ≤ 35 mmHg (NHP). Estas diferencias que se 

observaron en Vi, no fueron evidentes en el Vd (Figura 21A). Por otra parte, la 

proporción de eNOS fosforilada (p-eNOS, la forma activa de la enzima) respecto a 

la forma total de cada muestra, no cambió en ninguno de los grupos. 
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A)  
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Figura 21. (A) Análisis comparativo de niveles de expresión génica de eNOS 
en ventrículo izquierdo y derecho de sujetos sanos e insuficientes clasificados 
en función de sus niveles ≤ 35 mmHg (NHP) o > 35 mmHg (HP) de presión 
pulmonar. Valores normalizados utilizando GAPDH como gen de referencia 
(2-∆Ct) de n = 4 – 32. Análisis estadístico: t de Student siendo *** P < 0.001.  
(B) Western Blot y análisis densitométrico de la expresión proteica de p-
eNOS y eNOS en ventrículo izquierdo de sujetos sanos e insuficientes. Vi, 
ventrículo izquierdo; Vd, ventrículo derecho; NHP, valores ≤ 35 mmHg y HP > 
35 mmHg de presión pulmonar. Valores normalizados utilizando GAPDH 
como control de carga y expresados como el ratio de proteína 
inmunodetectable.  Análisis estadístico: t de Student siendo *** P < 0.001. 
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nNOS 

En cuanto al análisis de regresión lineal de nNOS con las variables clínicas 

determinadas en pacientes con IC, sus niveles de expresión génica en Vi sólo 

correlacionan de forma positiva y significativa con el gasto cardiaco (GC) (Figura 

22). Cabe destacar que no existen correlaciones significativas entre los niveles de 

expresión génica en Vd y las variables clínicas. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 22. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de nNOS en 
ventrículo izquierdo y el gasto cardiaco (GC) de pacientes con insuficiencia 
cardiaca. Resultados de n = 21 valores normalizados usando GAPDH como 
gen de referencia (2-ΔCt). 
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NT-3 

Al realizar el mismo análisis con NT-3, se observó que en Vi de pacientes 

con IC existe una correlación inversa entre la  expresión de NT-3 y  la presión 

arterial pulmonar diastólica (PAPd) (Figura 23). No existen correlaciones 

significativas entre los niveles de expresión génica en Vd y las variables clínicas. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 23. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de NT-3 en 
ventrículo izquierdo y la presión arterial pulmonar diastólica (PAPd) de 
pacientes con insuficiencia cardiaca. Resultados de n = 27 valores 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-ΔCt). 
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4.2.3  Trasplante cardiaco (TC) 

El análisis de regresión lineal llevada a cabo en miocardio (Vd) de 

pacientes sometidos a trasplante cardiaco entre los niveles de expresión génica de 

los distintos genes objeto de estudio y las variables clínicas, da como resultado 

una correlación positiva y significativa entre la expresión génica de eNOS y el 

diámetro tele-diastólico y tele-sistólico del Vi (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24. Regresión lineal entre los niveles de expresión génica de eNOS en 
ventrículo derecho de pacientes sometidos a trasplante cardiaco y el 
diámetro tele-diastólico (línea discontinua) y tele-sistólico (línea continua) 
del ventrículo izquierdo. DVi, diámetro del ventrículo izquierdo. Resultados de 
n = 17 valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-ΔCt). 
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NOS Y NT-3 EN ANGIOGÉNESIS 

1. PUESTA A PUNTO DE LA TÉCNICA DE ANGIOGÉNESIS 

Durante la presente tesis se puso a punto la técnica de crecimiento de 

nuevos vasos, también conocida como angiogénesis, previamente descrita por 

Nicosia y Ottinetti (1990) y que parte de aorta de rata cultivada “ex vivo” para 

promover el crecimiento angiogénico. Cabe destacar que la elección del tipo de 

muestra y las condiciones experimentales con las que se obtuvieron los resultados 

del presente trabajo se llevaron a cabo a fin de reproducir las condiciones 

fisiológicas de la manera más precisa posible. 

1.1  Medio de cultivo y factores de crecimiento 

El medio de cultivo que se utilizó fue el Endothelial cell Basal Medium 

MV2 (EBM-MV2), un medio basal específico para el crecimiento de células 

endoteliales. En la Figura 25 se muestra, por un lado, el crecimiento de nuevos 

vasos en presencia de este medio EBM-MV2 al cuál se le adicionó suero bovino 

fetal y diversos factores de crecimiento (MB + FC). Por otro lado, se muestra una 

imagen representativa del crecimiento de nuevos vasos en presencia del medio 

basal EBM-MV2 al cuál se le adicionó, únicamente, el suero bovino fetal (MB).  En 

las imágenes se observa como la presencia de los factores de crecimiento no es 

indispensable para el desarrollo del proceso. Sin embargo, existen diferencias en 

cuanto a la densidad de nuevos vasos formados, por ello, los ensayos de 

angiogénesis se llevaron a cabo con el medio MB + FC.  
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Figura 25. Imágenes representativas de los experimentos con explantes de 
aorta de rata tras 7 días cultivados en medio basal (MB) y medio basal 
enriquecido con factores de crecimiento (MB+FC). Las imágenes se han 
tomado en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800, objetivo 4x. 

 

1.2  Seguimiento del crecimiento de nuevos vasos 

El cultivo se llevó a cabo como se ha descrito en el apartado 6.2.1 de 

Material y Métodos de la presente tesis. El seguimiento del crecimiento de nuevos 

vasos se realizó desde el “día 3” de cultivo, momento en el cual los nuevos vasos 

comienzan a adoptar estructuras tubulares diferenciadas, hasta el “día 7”, tras el 

cuál el proceso se paraliza por cubrir toda la superficie disponible. El seguimiento 

del crecimiento se llevó a cabo midiendo la distancia  alcanzada por los vasos en 

cuatro ejes determinados según los polos terrestres, desde la parte externa del 

anillo hasta el extremo final de los nuevos vasos formados. Esto se realizó con el 

fin de obtener un valor representativo del crecimiento  que sería el valor medio 

de los cuatro ejes (Figura 26). Además, todas las determinaciones se realizaron 

por duplicado en cada experimento y se tomó como resultado final la media de 

los duplicados para cada experimento. 

MB MB + FC
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Figura 26. Imágenes representativas del crecimiento diario de los explantes 
de aorta de rata cultivados en MB + FC. Se toman imágenes diarias desde el 
“día 3” hasta el “día 7”. La línea roja indica la medida tomada en cada eje 
utilizando el programa Sigma Scan Pro (Systat Software, Inc. Chicago IL). Las 
imágenes se han tomado en un microscopio de transmisión Nikon Eclipse 
TE2000-S, objetivo 2x.         

                                  

Tras 7 días de crecimiento, se incubó el cultivo con el fluoróforo calceína,  

y se observó en el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse e800 con el fin de 

medir la intensidad y el área de fluorescencia de los nuevos vasos mediante el 

programa Sigma Scan Pro (Systat Software, Inc. Chicago IL). Cuando se comparan 

las medidas obtenidas por este método con las medidas del crecimiento 

longitudinal a “día 7”, se observa que en las medidas de intensidad de 

fluorescencia existe una gran variabilidad entre las distintas preparaciones 

realizadas en un mismo día (duplicados) y especialmente, entre los experimentos 

realizados en días diferentes, lo que dificulta la detección de los cambios que 

Día 3 Día 4 Día 5

Día 6 Día 7
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pudiera producir un determinado tratamiento. Esto puede ser debido a dos 

motivos principalmente, por una parte, la calceína penetra en todo tipo de células 

vivas y no proporciona información selectiva de las células que forman los nuevos 

vasos y, por otra parte, el crecimiento tridimensional de los nuevos vasos 

enmascara la medición de la intensidad de fluorescencia. En la Figura 27 se 

muestra una imagen representativa del crecimiento de nuevos vasos en presencia 

de calceína. En ella se observa que,  aunque las medidas de intensidad de 

fluorescencia tras 7 días de crecimiento son muy adecuadas para observar el 

crecimiento global, no se tuvieron en cuenta para analizar los cambios inducidos 

por un determinado tratamiento . 

 

 

 

                                        

 

Figura 27. Imagen representativa de los experimentos con explantes de aorta 
de rata a “día 7” previa incubación con el fluoróforo calceína. La imagen se 
ha tomado en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800, objetivo 
4x. 

 

Por ello, en la presente Tesis Doctoral, se determina lo que ocurre durante 

el proceso angiogénico siguiendo el crecimiento de nuevos vasos a lo largo del 

tiempo, ya que es el método más preciso para determinar la influencia de 

determinados factores durante el proceso y, además, muestra las distintas etapas 

que tienen lugar durante un periodo de tiempo determinado. 
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1.3  Determinación de la capacidad angiogénica de distintos vasos 

Además de en aorta de rata, la angiogénesis se ensayó en explantes de 

otros vasos como la 2ª rama de arteria mesentérica de rata y la aorta de ratón. En 

la Figura 28 se muestra como el crecimiento de nuevos vasos tiene lugar 

independientemente del tipo de tejido o animal. Para los restantes experimentos, 

se utilizó la aorta de rata. 

 

Figura 28. Imágenes representativas de los experimentos con explantes de 2ª 
rama de arteria mesentérica y aorta de rata y ratón a “día 7”. Las imágenes se 
han tomado en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800, objetivo 10x 
para mesentérica de rata y aorta de ratón y objetivo 4x, para aorta de rata. 

 

1.4  Influencia de las capas endotelial y adventicia  

Se estudió la influencia de las capas endotelial y adventicia en el 

crecimiento de nuevos vasos. Para ello, se realizó un seguimiento del crecimiento 

desde el “día 3” hasta el “día 7” de cultivo en presencia y ausencia de dichas 

capas.  

Con la finalidad de determinar si es la capa endotelial la responsable de 

que se lleve a cabo el proceso, se realizó el seguimiento de crecimiento 

angiogénico en anillos de aorta a los cuáles se les eliminó únicamente dicha capa 

2ª rama 
mesentérica 

rata 
Aorta 
rata 

Aorta 
ratón 
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(E-) pasando alrededor de 20 veces una fina cánula por la luz del vaso, y 

comprobando funcionalmente en anillos de algunos vasos, tomados al azar, que 

no existía respuesta relajante a la acetilcolina. Tal como se observa en la Figura 

29, a pesar de la destrucción mecánica del endotelio observamos crecimiento 

angiogénico. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Imágenes representativas de los experimentos con explantes de 
aorta de rata cultivados desde el “día 3” hasta el “día 7” en ausencia de la 
capa endotelial (E-). Las líneas rojas indican la medida tomada en cada eje 
utilizando el programa Leica Microsystems. Las imágenes de transmisión se 
han tomado en un microscopio de transmisión Leica DM IL LED Leica cámara, 
objetivo 2.5x. Las imágenes de fluorescencia se han tomado en un 
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800, objetivo 4x. 

 

En la Figura 30 se representan las medidas de la longitud de crecimiento 

de nuevos vasos en función de los días en presencia (E+ A+) o ausencia (E- A+) de 

Día 3 Día 4 Día 5

Día 6 Día 7 Día 7
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la capa endotelial y con la capa adventicia intacta. Se observa como la presencia o 

ausencia del endotelio no modifica significativamente la longitud de crecimiento 

de nuevos vasos.     

 

 

 

 

 

 
 

Figura 30. Cuantificación de la longitud de crecimiento de nuevos vasos 
desde el “día 3” hasta el “día 7” en explantes de aorta de rata, con la capa 
adventicia intacta y en presencia (E+) o ausencia (E-) de la capa endotelial y 
con la adventicia intacta (A+). Análisis estadístico: ANOVA de dos vías, n = 2.  

 

Una vez se determinó que la presencia o ausencia de endotelio no afectaba 

al crecimiento de nuevos vasos, se analizó si con la eliminación de la capa 

adventicia ocurría lo mismo. Para llevar a cabo la destrucción de dicha capa, se 

utilizó la digestión con colagenasa. Cabe destacar que estudios previos han 

demostrado, mediante preparaciones funcionales, que con este método de 

eliminación de la adventicia, la capa endotelial permanece funcional (Gonzalez y 

cols., 2001). 

Tras esto, se realizó el seguimiento del crecimiento de nuevos vasos en 

ausencia de la capa adventicia (A-) con (E+) y sin (E-) endotelio desde el “día 3” 

hasta el “día 7”, realizando a “día 7” el ensayo a punto final con el fluoróforo 

calceína (Figura 31A  y Figura 31B). Se observa como durante el cultivo (A-), la 
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Día 3 Día 4 Día 5

Día 6 Día 7 Día 7

aorta va perdiendo su estructura de anillo y no se produce el crecimiento de 

nuevos vasos independientemente de la presencia o ausencia del endotelio. 

A) (E+ A-) 

  
 

        

 

 

 

 

 

 

B) (E- A-)               

  

 

 

 

 

 

 

 

Día 3 Día 4 Día 5

Día 6 Día 7 Día 7

Figura 31. Imágenes 
representativas de los 
experimentos con explantes de 
aorta de rata cultivados desde 
el “día 3” hasta el “día 7” en 
ausencia de la capa adventicia 
(A-) y con (E+) (A) o sin (E-) (B) 
la capa endotelial. Las imágenes 
de transmisión se han tomado 
en un microscopio de 
transmisión Leica DM IL LED 
Leica cámara, objetivo 2.5x. Las 
imágenes de fluorescencia se  
han tomado en un microscopio 
de fluorescencia Nikon Eclipse 
E800, objetivo 4x. 
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2.- ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE eNOS, nNOS Y NT-3 
DURANTE EL PROCESO  ANGIOGÉNICO 

A fin de realizar un seguimiento de los cambios en la expresión de eNOS, 

nNOS y NT-3 durante el proceso angiogénico, se determinaron los niveles de 

ARNm en los anillos sembrados en Matrigel® a “día 0”, es decir, el mismo día que 

se extraen del animal y tras 7 días de cultivo. En este caso, se realizó el análisis 

diferenciando tres tipos de muestras: una, que incluye los anillos junto con los 

nuevos vasos formados, y otras dos que corresponden a los anillos y los nuevos 

vasos  por separado (Figura 32). Cabe destacar los niveles de expresión de iNOS 

fueron indetectables desde el principio del cultivo (resultados no mostrados). 

En el caso de eNOS, tras 7 días de crecimiento los niveles de expresión de 

la enzima se mantienen más o menos constantes con respecto a “día 0” tanto en 

el anillo como en la muestra que contiene el anillo mas los nuevos vasos 

formados. Sin embargo, en los nuevos vasos aislados existe un nivel de expresión 

menor de la enzima (Figura 32A). 

Con respecto a nNOS (Figura 32B) y NT-3 (Figura 32C), se produce una 

disminución de los niveles de expresión a los  7 días de cultivo  en todas las 

muestras con respecto a la expresión a “día 0”.  
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A)  

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

C) 

 

 

 

 

 
Figura 32. Niveles de ARNm de (A) eNOS, (B) nNOS y (C) NT-3 en el cultivo de 
angiogénesis a “día 0” y “día 7” en muestras procedentes del anillo aórtico solo 
y/o  con los nuevos vasos formados.  Resultados expresados como la media ± 
e.e.m. de n = 3 – 8 valores normalizados usando GAPDH como gen de 
referencia (2-∆Ct). Análisis estadístico: t de Student siendo* P < 0.05, ** P < 0.01 
vs. Anillo (día 0; ππ P < 0.01, πππ P < 0.001 vs Anillo (día 7). 
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Tras la obtención de estos resultados, se propusieron nuevos ensayos para 

determinar la causa de los cambios de expresión observados durante el proceso 

angiogénico. Para ello, se diseñaron distintos protocolos a fin de determinar si los 

cambios de expresión de nNOS y NT-3 eran consecuencia del proceso angiogénico 

en si mismo o si, por el contrario, se producían por culpa de la disección del anillo 

y la consiguiente pérdida de inervación del explante. Concretamente,  se analizó la  

expresión génica de los dos genes en anillos quiescentes, es decir, anillos aislados 

y mantenidos en un medio que no permite que se desarrolle su capacidad 

angiogénica.  

En la Figura 34 se muestra como la expresión génica de eNOS  permanece 

constante en los anillos quiescentes con respecto a los anillos aórticos recién 

extraídos del animal. Sin embargo, en el caso de nNOS y NT-3, la expresión en 

anillos quiescentes disminuye drásticamente. Estos resultados demuestran que la 

causa de la pérdida de expresión no  guarda relación con el proceso angiogénico 

ya que este no se ha llegado a producir en los anillos quiescentes.  

A) 
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B) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 34. (A) Imagen representativa de los experimentos con explantes de 
aorta de rata quiescentes a “día 7” previa incubación con el fluoróforo 
calceína. (B) Niveles de expresión génica de eNOS, nNOS y NT-3  en anillos 
aórticos control y anillos aórticos quiescentes procedentes de rata. La 
imagen se ha tomado en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800, 
objetivo 4x. Resultados expresados como la media ± e.e.m. de n = 2 – 3 
valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). Análisis 
estadístico: t de Student siendo * P < 0.05. 

 

Para analizar los cambios observados en la expresión de eNOS y, más 

específicamente la influencia del anillo sobre el crecimiento de las células 

endoteliales que forman los nuevos vasos,  realizamos tres protocolos distintos tal 

como se describe en el apartado 6.2.4 de Material y Métodos,  obteniendo en 

cada caso diferentes muestras: 
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Protocolo A) Anillos aórticos incubados durante 7 días en Matrigel®, 

aislados de los nuevos vasos formados e incubados nuevamente en Matrigel® 

durante 5 días más. Al finalizar este protocolo, se recogieron tres tipos de 

muestras: 

A.1. Anillo + nuevos vasos formados 

A.2. Anillo, separado de los nuevos vasos formados 

A.3. Nuevos vasos formados 

Protocolo B) Anillos aórticos incubados durante 7 días en Matrigel®, 

aislados de los nuevos vasos formados  y mantenidos los nuevos vasos sin el anillo 

durante 5 días más. Al finalizar, se recogió la muestra: 

B.1. Nuevos vasos mantenidos 5 días sin anillo 

Protocolo C)  Anillos aórticos incubados durante 7 días en Matrigel®. 

Los nuevos vasos se separan del anillo y se recogen  para sembrarlos nuevamente 

en Matrigel® durante 5 días más. En este caso, los nuevos vasos se incuban  solos 

o en presencia de un anillo aórtico, propio o ajeno,  pero sin establecer contacto 

directo con él pues este se sitúa en un pocillo provisto de un inserto con rejilla 

difusora que permite el paso del medio de cultivo y los factores.  

Al finalizar este protocolo, se recogieron tres tipos distintos de muestras: 

C.1. Nuevos vasos resembrados 

C.2. Nuevos vasos resembrados con anillo propio 

C.3. Nuevos vasos resembrados con anillo ajeno 
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Se observa como la expresión génica de eNOS permanece disminuida en 

el cultivo de nuevos vasos en presencia del anillo tanto propio como ajeno (Figura 

33). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 33. Niveles de ARNm de eNOS  en el cultivo de angiogénesis a “día 12” 
en distintas condiciones experimentales de muestras de anillos y/o cultivo de 
nuevos vasos formados. Resultados expresados como la media ± e.e.m de n = 
2 – 5 valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia (2-∆Ct). 
Análisis estadístico: t de Student siendo ѠѠ P < 0.01, ѠѠѠ P < 0.001 vs. Anillo 
+ Nuevos vasos (día 12); π P < 0.05, ππ P < 0.01 vs. Anillo (día 12); ν P < 0.05 vs. 
Nuevos vasos (día 12).  
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3. MODULACIÓN DE LA ANGIOGÉNESIS POR EL ÓXIDO NÍTRICO 
(NO) 

Con el fin de determinar el efecto modulador del NO en la angiogénesis, 

se utilizaron, por una parte, inhibidores de su síntesis (L-NAME y SMTC) y, por otra 

parte, un donador de NO (DETA-NO) y un liberador de especies nitrogenadas 

(Nitroglicerina (NTG)). 

3.1  Determinación del rango de concentración de los inhibidores de la 

 NOS  y donadores de NO  

Se determinó el rango de concentraciones adecuado para el cultivo 

angiogénico del SMTC, inhibidor selectivo de la nNOS, del DETA-NO, donante de 

NO y de la NTG. Ésta determinación se realizó mediante un análisis funcional con 

distintas concentraciones de cada compuesto determinando cambios en la 

contractilidad de anillos de aorta aislados, incubados en baño de órganos y 

conectados a un transductor de fuerza.  Para ello, se realizaron curvas 

concentración-respuesta de contracción con Fenilefrina (FE) (agonista α1 no 

selectivo) y de relajación con Acetilcolina (Ach) (agonista muscarínico) en 

presencia o ausencia de L-NAME (estudios previos)  o SMTC (presente trabajo). 

Además, también se realizaron curvas de relajación utilizando el donador de óxido 

nítrico, DETA-NO y el liberador de especies nitrogenadas, nitroglicerina (NTG). 

Cabe destacar que se eligió la concentración de  L-NAME de 100 μM, 

puesta a punto por nuestro grupo de investigación en estudios previos (Victor y 

cols., 2009; Flacco y cols., 2013b). 
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3.1.1  Determinación de la concentración de SMTC 

Al evaluar las curvas concentración-respuesta contráctil de Fe en aorta de 

rata se observa como la potencia de Fe (pEC50) en presencia de dos 

concentraciones de SMTC (1 y 5 μM) no difiere significativamente con respecto a 

la potencia que se observa en la curva control. Sin embargo, por lo que respecta al 

efecto máximo (Emáx), éste es significativamente superior  en el caso de la 

concentración de 5 μM con respecto a la  de 1 μM y al control, lo que indica que la 

concentración 5 μM  puede estar ejerciendo una acción inhibidora no selectiva 

sobre las distintas isoformas de NOS y, como ocurre con el L-NAME, potenciar la 

respuesta a Fe (Figura 35). 

A) 

 

 

 

 

 

B)   

 pEC50 Emáx 
Control 7.02 ± 0.03 88.24 ± 1.28 

SMTC (1 μM) 7.00 ± 0.02 86.15 ± 0.75 

SMTC (5 μM) 7.18 ± 0.02 121.00 ± 1.07 *** 

 
Figura 35. (A) Curvas concentración-respuesta de contracción con Fenilefrina 
y (B) Parámetros obtenidos, en presencia o ausencia de SMTC a 
concentraciones de 1 µM y 5 µM en aorta de rata. SMTC, S-metil-L-citrulina; 
Valores expresados como la media ± e.e.m. de n = 4 – 6 experimentos; pEC50, 
–log [Fenilefrina] (M) necesaria para producir el 50 % del efecto máximo 
(Emax). Siendo *** P < 0.001 vs. Control. Análisis estadístico: t de Student. 
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Con el fin de confirmar estos resultados, se realizaron curvas de relajación 

utilizando el agonista muscarínico acetilcolina (Ach) en presencia y ausencia de 

ambas concentraciones de SMTC (1 µM y 5 µM) (Figura 36). Se observa como la 

potencia  de Ach (pEC50) no cambia en presencia de las distintas concentraciones  

de SMTC con respecto al control. Sin embargo, con la mayor concentración de 

SMTC (5 μM) se observa una disminución significativa del efecto máximo (Emáx), lo 

que confirma que, a esa concentración, se inhibe también la eNOS, ya que tiene 

un patrón de actuación similar a L-NAME. En cambio, no se observan diferencias 

en el Emáx de Ach con la concentración 1 μM de SMTC. Por todo ello, la 

concentración de SMTC que se utilizó como inhibidor selectivo de nNOS fue 1 μM. 

A) 

 

 

 

 

B) 

 pEC50 Emáx 
Control 7.85 ± 0.02 80.59 ± 0.62 

SMTC (1 μM) 7.80 ± 0.02 77.53 ± 0.80  

SMTC (5 μM) 7.67 ± 0.03 25.76 ± 0.40 *** 

 
Figura 36. (A) Curvas concentración-respuesta de relajación con Acetilcolina 
y (B) Parámetros obtenidos de ellas, en presencia o ausencia de SMTC a 
concentraciones de 1 µM y 5 µM en aorta de rata. SMTC, S-metil-L-citrulina. 
Valores expresados como la media ± e.e.m. de n = 5 – 6 experimentos. pEC50, 
–log [Fenilefrina] (M) necesaria para producir el 50 % del efecto máximo 
(Emax). Siendo *** P < 0.001 vs. Control. Análisis estadístico: t de Student. 
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3.1.2 Determinación de las concentraciones de DETA-NO y Nitroglicerina 

Se realizaron curvas concentración-respuesta de relajación utilizando 

como agentes relajantes el donador de óxido nítrico, DETA-NO y el liberador de 

especies nitrogenadas, nitroglicerina (NTG), con el fin de determinar el rango de 

concentraciones adecuadas a utilizar en angiogénesis (Figura 37). En el caso de 

DETA-NO, se eligieron las dosis que alcanzan el 100% (10-4M), 80% (10-5M) y el 

30% (10-6M) de relajación. Por lo que respecta a Nitroglicerina, se eligieron las 

concentraciones que representan el 100 % de relajación (10-5 M y 10-6 M) y el 50 

% de la relajación máxima (10-8 M).  

A) 

 

 

 

 

 

 
B) 

 pEC50 Emáx 
Control /DETA-NO 6.58 ± 0.15 103.1 ± 1.85 

Control / NTG 8.19 ± 0.10 * 112.1 ± 3.54 
 
Figura 37. (A) Curvas concentración-respuesta de relajación y (B) Parámetros 
obtenidos, con DETA-NO y Nitroglicerina. DETA-NO, diethylenetriamine/nitric oxide 
adduct; NTG, nitroglicerina. Valores expresados como la media ± e.e.m. de n = 3 – 4 
experimentos. pEC50, –log [Fenilefrina] (M) necesaria para producir el 50 % del 
efecto máximo (Emax). Siendo * P < 0.05 vs. Control. Análisis estadístico: t de 
Student. 
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Teniendo en cuenta que DETA-NO es un agente donador de NO, se realizó 

una curva concentración-respuesta de relajación con este agente en presencia o 

ausencia del inhibidor de la enzima guanilato ciclasa (GCs), ODQ, con el fin de 

determinar si el NO liberado actúa a través de dicha enzima (Figura 38). Se 

observa como, en presencia de ODQ (5 x 10-5M), no se produce ninguna respuesta 

de relajación, por tanto no existe pEC50 ni Emáx, comparado con la curva en 

ausencia del inhibidor.  

 

 

 

 

 

 
Figura 38. Curvas concentración-respuesta de relajación con DETA-NO en 
presencia o ausencia de ODQ en aorta de rata. DMSO, dimetilsulfóxido; ODQ, 1H-
[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one; DETA-NO, diethylenetriamine/nitric 
oxide adduct. Valores expresados como la media ± e.e.m. de n = 3 experimentos. 
pEC50, –log [Fenilefrina] (M) necesaria para producir el 50 % del efecto máximo 
(Emax).  
 

 

3.2  Efecto del L-NAME y SMTC en la angiogénesis 

En la Figura 39 se representa el seguimiento del crecimiento de nuevos 

vasos en presencia de L-NAME (100 μM) o SMTC (1 μM). Se observa que el L-

NAME aumenta significativamente el crecimiento (Figura 39A), mientras que  el 

SMTC no lo afecta (Figura 39B). Además de representar el análisis cuantitativo de 

la longitud de crecimiento, también se muestran imágenes representativas de 

dichas diferencias a “día 6” (Figura 39C). 
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A) 
 

 

 

 

B) 

 

   

   

 

C)  

 

        

 
Figura 39. Cuantificación de la longitud de crecimiento de nuevos vasos desde el 
“día 3” hasta el “día 7” en explantes de aorta de rata en presencia de (A) L-NAME 
(100 μM)  o (B) SMTC (1 μM). (C) Imágenes representativas de los experimentos a 
“día 6”. L-NAME, Nω-nitro-L-arginina metil éster; SMTC, S-metil-L-citrulina. Las 
líneas rojas indican la medida tomada en cada eje utilizando el programa Sigma 
Scan Pro (Systat Software, Inc. Chicago IL). Las imágenes se han tomado en un 
microscopio de transmisión Nikon Eclipse TE2000-S, objetivo 2x. Análisis 
estadístico: ANOVA de dos vías de n =  6 experimentos. Se considera diferencia 
significativa si P<0.05.              
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3.3   Efecto de DETA-NO y NITROGLICERINA en la angiogénesis 

Además de estudiar el efecto de la inhibición de la síntesis de NO sobre la 

angiogénesis, también se estudió la influencia de la adición de DETA-NO o NTG. 

Adicionalmente, para determinar si la acción de estas moléculas podría estar 

regulada por la enzima GCs, se utilizó un inhibidor de ésta, el ODQ. 

En el caso de la adición de DETA-NO, se utilizaron las concentraciones 10-6 

M, 10-5 M y 10-4 M en presencia y ausencia de ODQ (5 x 10-5M). En primer lugar, se 

realizó el análisis en ausencia de ODQ para ver el efecto del DETA-NO en la 

angiogénesis. Se observa como la mayor concentración de DETA-NO (10-4 M) 

disminuye significativamente el crecimiento de nuevos vasos (Figura 40A). Al 

incubar el anillo con ODQ junto a DETA-NO (10-4 M), se observó la misma 

inhibición observada en ausencia del inhibidor de la GCs (Figura 40B).  
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B) 
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Figura 40. Cuantificación de la longitud de crecimiento de nuevos vasos desde el 
“día 3” hasta el “día 7” en explantes de aorta de rata en presencia de (A) DETA-NO 
(10-4 M, 10-5 M y 10-6 M) (B)  DMSO (0,05%) (C) DETA-NO (10-4 M, 10-5 M y   10-6 M) 
en presencia o ausencia de ODQ (5 x 10-5M) (D) Imágenes representativas de los 
experimentos a “día 6”. DETA-NO, diethylenetriamine/nitric oxide adduct; DMSO, 
dimetilsulfóxido; ODQ, 1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one. Las líneas 
rojas indican la medida tomada en cada eje utilizando el programa Leica 
Microsystems. Las imágenes se han tomado en un microscopio de transmisión Leica 
DM IL LED Leica cámara, objetivo 2.5x. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías de n 
=  6 experimentos. Se considera diferencia significativa si P<0.05.               
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En el caso de la NTG se utilizaron las concentraciones de 10-8 M, 10-6 M y 

10-5 M. Se observa que la concentración más diluida del fármaco inhibe 

significativamente el crecimiento de nuevos vasos (Figura 41A). Cuando se realizó 

el experimento en presencia de ODQ (5 x 10-5M) y por tanto, utilizando DMSO 

como vehículo, se observa que la nitroglicerina no afecta significativamente al 

crecimiento ya modificado  por el DMSO (Figura 40B). 
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Figura 41. Cuantificación de la longitud de crecimiento angiogénico desde el 
“día 3” hasta el “día 7” en explantes de aorta de rata en presencia de (A) 
Nitroglicerina (10-5 M, 10-6 M y 10-8 M) (B) Nitroglicerina (10-5 M, 10-6 M y 10-

8 M) en presencia o ausencia de ODQ (5 x 10-5M) (C) Imágenes 
representativas de los experimentos a “día 6”. NTG, nitroglicerina; DMSO, 
dimetilsulfóxido; ODQ, 1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one. Las 
líneas rojas indican la medida tomada en cada eje utilizando el programa 
Sigma Scan Pro (Systata Software, Inc. Chicago IL). Las imágenes se han 
tomado en un microscopio de transmisión Leica DM IL LED Leica cámara, 
objetivo 2.5x. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías de n =  6 experimentos. 
Se considera diferencia significativa si P<0.05.    
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3.4  Angiogénesis y NO en modelos animales con patologías 

 cardiovasculares 

Con la finalidad de analizar la influencia del NO sobre la angiogénesis en 

animales con patologías cardiovasculares, se analizó el crecimiento de nuevos 

vasos en anillos de ratas SHR o Zucker, incubados con L-NAME O SMTC. Se 

observa como el crecimiento no es modificado en ninguna de las dos cepas por los 

inhibidores de NOS (Figuras 42 y 43). 

A) 

 

 

 

 

 

   B)  

     

            
 
 
 
 
 
 
 

Figura 42. (A) Cuantificación de la longitud de crecimiento de nuevos vasos en 
explantes de aorta de ratas SHR en presencia y ausencia de L-NAME (100 µM) o SMTC 
(1 μM) (B) Imágenes representativas de los experimentos a “día 7”. Las imágenes se 
han tomado en un  microscopio de transmisión Leica DM IL LED Leica cámara, objetivo 
2.5x. SHR, ratas espontáneamente hipertensas. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías 
de n =  4 - 16 experimentos. La línea roja indica la medida tomada en cada eje. 
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A)  

 

 

 

 

 

 

B) 

     

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 43. (A) Cuantificación de la longitud de crecimiento angiogénico en explantes 
de aorta de ratas Zucker en presencia y ausencia de L-NAME (100 µM) o SMTC (1 
μM) (B) Imágenes de transmisión representativas de los experimentos a “día 7”. Las 
imágenes se han tomado en un  microscopio de transmisión Leica DM IL LED Leica 
cámara, objetivo 2.5x. SMTC, S-metil-L-citrulina.  Análisis estadístico: ANOVA de dos 
vías de n =  4 - 6 experimentos. La línea roja indica la medida tomada en cada eje. 
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1. DIFERENCIAS DE EXPRESIÓN DE NOS Y NT-3 EN PATOLOGÍAS 

CARDIOVASCULARES  

1.1  Expresión en miocardio y su significación fisiopatológica 

1.1.1.  Cambios en la expresión génica y proteica 

Se realizó el análisis de expresión de los genes objeto de estudio en la 

presente Tesis Doctoral (eNOS, nNOS, NT-3 y TrkC) en muestras de miocardio 

procedentes de pacientes con distintas patologías cardiovasculares (IC, TC o IP) 

comparados con sujetos sanos. 

En primer lugar,  llama la atención la gran variabilidad de expresión génica 

y proteica de eNOS encontrada en Vi de pacientes con IC. Dicha variabilidad, tal 

como indican los resultados obtenidos, no está relacionada con las diferentes 

etiologías de la IC (CI, MCD u otras no isquémicas y no dilatadas), ni con 

enfermedades concomitantes o con los tratamientos farmacológicos que recibe 

cada paciente. Esta gran variabilidad justifica que, a pesar de observar un 

aparente incremento en la expresión de eNOS en la IC, la diferencia no alcanza 

significación estadística.  

En el caso de nNOS, no existe  tanta variabilidad de expresión en Vi de 

pacientes con IC pero, al igual que ocurre con eNOS, no se observan diferencias 

estadísticamente significativas respecto a los controles sanos ni entre los distintos 

subgrupos de pacientes insuficientes clasificados según su etiología o tratamiento 

farmacológico. Por el contrario, en Vd, la expresión de nNOS es mayor en 

corazones trasplantados (TC) con respecto a la observada en pacientes con IC o IP. 

Esta mayor expresión en el grupo TC  puede atribuirse a distintos factores como 

son la localización de la muestra obtenida, la situación clínica del paciente o, 



  Discusión 
   
 

158 
 

como se discutirá más adelante, a la falta de inervación característica del corazón 

trasplantado (Bristow, 1990). Se debe añadir que al no disponer de muestras de 

Vd procedentes de donantes sanos, no podemos determinar si la expresión en el 

corazón trasplantado es igual o mayor que en el corazón sano.  

En este punto, cabe destacar que existen gran cantidad de estudios con 

numerosas contradicciones acerca de la expresión y actividad de eNOS y nNOS en 

el corazón insuficiente. Algunos de ellos describen una disminución de la 

expresión de ambas enzimas en pacientes con IC (Drexler y cols., 1998; Damy y 

cols., 2004; Chen y cols., 2006), y otros hacen referencia a un aumento de 

expresión tanto de eNOS (Stein y cols., 1998; Fukuchi y cols., 1998) como de nNOS 

en Vi de pacientes con IC en fase terminal (Damy y cols., 2004). Por último, otros 

autores no encontraron cambios de expresión proteica de nNOS en muestras del 

Vd procedentes de pacientes con enfermedad coronaria (Chen y cols., 2006). La 

razón de esta discordancia podría ser la regulación específica  de la expresión en 

cada cavidad,  como se ha observado al medir la actividad de las isoformas 

constitutivas de NOS en ratas SHR (Nava y cols., 1995), pero también podría ser el 

limitado número de pacientes incluidos en estos estudios previos, mucho menor 

al de los incluidos en el presente trabajo. De hecho, la variabilidad encontrada en 

nuestros pacientes justifica la aparente contradicción descrita en la literatura. 

Por lo que respecta a NT-3, y tras analizar los cambios de expresión que se 

producen en el miocardio de los distintos grupos de pacientes, se observa como la 

expresión génica se encuentra incrementada en Vi de pacientes con IC, respecto a 

sujetos sanos y, además, en el Vd de los pacientes sometidos a trasplante cardiaco 

(TC) se observa una mayor expresión génica de NT-3  con respecto a patologías 

como IC o IP. Cabe destacar que el aumento de expresión en pacientes con IC 

coincide con los pacientes que han desarrollado miocardiopatía dilatada ya que 
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las diferencias no son estadísticamente significativas cuando analizamos los otros 

subgrupos (cardiopatía isquémica  u otras cardiopatías).  Sin embargo, no ocurre 

lo mismo cuando analizamos la expresión proteica, en la cual no se observan 

cambios entre sujetos sanos y con IC. Esta discordancia entre la expresión génica y 

proteica  puede ser debida a una regulación de la expresión de neurotrofinas a 

nivel postraslacional  como se ha evidenciado en otros casos (Narisawa-Saito y 

Nawa, 1996), pero también puede atribuirse a la gran variabilidad de las muestras 

humanas de pacientes con IC debidas a las diferencias en la situación clínica, 

medicación, otras patologías,… que dificulta el análisis cuantitativo de la expresión 

proteica mediante Western Blot cuando los cambios no son dramáticos.  

Llama la atención el hecho de que, al igual que ocurría con la expresión de 

nNOS, en el Vd del corazón trasplantado encontramos un nivel de expresión 

mayor de NT-3 que en la misma cavidad de pacientes con IC o IP. De hecho, en los 

pacientes con IC o IP, los niveles de expresión de eNOS, nNOS y NT-3 en Vd son 

muy similares. Nuevamente podemos interpretar que esta peculiaridad en la 

expresión de dos genes estrechamente relacionados en el desarrollo y la función 

neuronales pueda guardar relación, entre otras consideraciones, con el hecho de 

que el corazón trasplantado, que ha sido totalmente denervado, puede estar 

sufriendo un proceso de reinervación paulatino (Wharton y cols., 1990; Schwaiger 

y cols., 1991; Stark y cols., 1991; Wilson y cols., 1991) siendo  la mayor expresión  

de nNOS y NT-3 un indicador de la progresión de dicho proceso. 

 Por lo que respecta a la expresión del receptor TrkC, por el que la NT-3 

tiene una gran afinidad, el estudio preliminar realizado en Vi de pacientes con IC 

no demuestra que haya cambios respecto a los corazones de donantes sanos, por 

lo que parece que la regulación del sistema NT-3 en corazón insuficiente se 

produce fundamentalmente a nivel de la neurotrofina. 
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1.1.2  Correlación entre distintos genes 

Las neurotrofinas fueron identificadas como moléculas promotoras de la 

supervivencia neuronal y, en concreto, NT-3 participa en la regulación de la 

inervación del corazón tanto simpática como parasimpática (Scarisbrick y cols., 

1993; Govoni y cols., 2011; Hasan, 2013).      

Se ha comprobado que los ratones NT-3-/- mueren al nacer presentando 

severas anormalidades cardíacas que se asemejan a la Tetralogía de Fallot 

humana (Donovan y cols., 1996), la cardiopatía congénita más frecuente en la 

edad pediátrica. Además, la supresión de una copia del gen para NT-3 da lugar a 

déficits anatómicos, bioquímicos y funcionales en la inervación simpática en 

ratones recién nacidos (Story y cols., 2000). También se ha relacionado 

positivamente la expresión de NT-3 con el desarrollo de la inervación del corazón 

(Hiltunen y cols., 1996).  

Por todo ello, uno de los objetivos de la presente tesis fue establecer si 

existe una relación entre la NT-3 y la inervación simpática del corazón. Para ello, 

se analiza la correlación entre la expresión génica de NT-3 (determinada en el 

presente trabajo) y el ARNm de los adrenoceptores α1 y β (cuantificado en las 

mismas muestras en estudios previos). Los resultados obtenidos añaden más 

información acerca del papel que desarrolla NT-3 en la inervación cardiaca. La 

correlación directa encontrada en miocardio entre los niveles de ARNm de NT-3 y 

los AR-α1A , β1 y β2, como receptores implicados en la inervación simpática del 

corazón, apoyan la participación de NT-3 en dicha inervación independientemente 

del estado del músculo cardiaco, ya que se observa correlación significativa 

cuando se consideran todos los individuos tanto sanos como enfermos. Es de 

destacar que, en el caso del AR-β1, sólo se observa una correlación significativa en 
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el Vi cuando excluimos los datos obtenidos en los donantes sanos. Esta 

peculiaridad puede explicarse si consideramos que en el Vi del corazón 

insuficiente se ha producido un marcado descenso en la expresión del AR-β1, pero 

no de los otros genes estudiados (Bristow y cols., 1993; Engelhardt y cols., 1996; 

Lohse y cols., 2003; Brodde y cols., 2006; Montó y cols., 2012) lo que conduce a 

una disminución en la funcionalidad cardiaca con pobre respuesta adrenérgica. 

Una regulación tan drástica de este gen en el Vi dificulta la obtención de una 

correlación significativa en esta cavidad cuando se analizan conjuntamente ambos 

grupos  de individuos, pero sí que se observa  dicha correlación cuando 

analizamos los resultados obtenidos en Vd, donde no se ha producido un cambio 

tan marcado en la expresión del AR-β1.  

Es interesante señalar que, dentro de los distintos subtipos de ARs 

estudiados, son precisamente el AR-α1A y β1 los que tienen una localización en las 

proximidades de las neuronas simpáticas, mientras que α1B, α1D y β2 se 

distribuyen en regiones menos inervadas y son sensibles a las catecolaminas 

circulantes (Stassen y cols., 1998; Guimaraes y Moura, 2001; García-Sevilla y 

Meana, 2008; Flacco y cols., 2013a). Esta observación apoya, una vez más, la 

relación entre NT-3 y la inervación cardiaca simpática que puede estar alterada en 

patologías cardiovasculares. Así, en un modelo de insuficiencia cardiaca en rata, 

se observa una expresión disminuida de NT-3 que, a su vez, se correlaciona con 

alteraciones de las terminaciones simpáticas (Kreusser y cols., 2008). Por otra 

parte, se ha visto que la expresión proteica de NT-3 está aumentada en corazón y 

arteria mesentérica de ratas SHR (Zhang y Rush, 2001). 

Otra correlación interesante por su posible implicación fisiopatológica es 

la encontrada entre la expresión de NT-3 y eNOS en Vi y Vd de todos los sujetos 

incluidos en el estudio. Como se ha discutido anteriormente para los ARs, esta 
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correlación puede interpretarse como la existencia de un mecanismo regulador de 

NT-3 sobre eNOS o viceversa, pero también como la existencia de un mecanismo 

regulador común para ambos genes.   

Muy pocos trabajos han analizado la relación existente entre NT-3 y eNOS 

en el sistema cardiovascular. Por un lado, NT-3 es capaz de modular la liberación 

de NO en células endoteliales procedentes de la arteria pulmonar humana 

(Meuchel y cols., 2011), por otro lado,  nuestro grupo de investigación ha 

demostrado que el endotelio vascular es capaz de liberar NT-3, induciendo la 

activación de eNOS en la propia célula endotelial y en células próximas, siempre 

que expresen el receptor TrkC (Delgado y cols., 2013).  De hecho, la activación del 

receptor conduce a la fosforilación de eNOS, pero no de nNOS ni iNOS, lo que 

activa el enzima produciendo un aumento de NO en la célula (Delgado y cols., 

2013). Estos resultados apoyan una acción directa de  NT-3 sobre eNOS, y 

explicarían la necesidad de un mecanismo común, regulador de la expresión de la 

NT-3 y su efector, eNOS, tal y como se ha observado en Vi y Vd de todos los 

grupos de pacientes analizados.  

1.1.3  Relevancia clínica de la expresión de eNOS, nNOS y NT-3 en 

 miocardio de pacientes insuficientes y trasplantados  

Aunque existen trabajos previos que analizan la expresión de las 

isoformas constitutivas de NO en diferentes patologías cardiovasculares, pocos 

han abordado la trascendencia de los cambios de su expresión en la funcionalidad 

cardiaca. En el caso de las neurotrofinas, y en concreto NT-3, la evidencia 

experimental es inexistente. Además,  la mayor parte de los trabajos han sido 

realizados en modelos animales modificados genéticamente o con patologías que 

mimetizan la IC humana tal como se ha descrito en la revisión bibliográfica de la 
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presente tesis (Apartado 4.5), pero faltan datos concluyentes que determinen el 

papel funcional de las isoformas constitutivas de NOS y la NT-3 en el corazón 

humano sano y enfermo. Esta situación se debe en gran parte, a los problemas 

técnicos y éticos que supondría una experimentación de este tipo, por lo que, una 

aproximación indirecta para tratar de establecer el papel de las tres proteínas en 

el miocardio podría ser la existencia de una correlación positiva o negativa entre 

los niveles de ARNm de cada gen en miocardio y las variables clínicas que 

caracterizan a cada patología.  

 Tal como reflejan las Tablas 10, 11 y 12, son numerosas las variables que 

se han determinado en los distintos grupos de pacientes con IC, TC o IP. Sin 

embargo, cuando se hace un estudio de la posible correlación  existente, los 

resultados solo han mostrado diferencias significativas con determinadas 

variables de pacientes con IC o sometidos a trasplante cardiaco (TC).  

En el caso de eNOS,  en el corazón humano insuficiente se ha encontrado 

una correlación inversa entre los niveles de expresión de esta isoforma y la 

presión arterial pulmonar y el diámetro sistólico y diastólico del Vi. Por lo que 

respecta a la nNOS, su expresión se relaciona directamente con el gasto cardiaco. 

En el caso de NT-3, la variable con la cual correlaciona es la presión arterial 

pulmonar diastólica.  

Son destacables las diferencias entre eNOS y nNOS en su relación con las 

variables indicativas de la función cardiaca. Así, mientras eNOS correlaciona con 

variables que determinan el estado anatómico del corazón (diamétro del Vi) y su 

grado de deterioro funcional (presión arterial pulmonar), nNOS se relaciona con la 

capacidad funcional del sistema cardiovascular (gasto cardiaco). Estas diferencias 

sugieren un papel modulador específico para cada isoforma, y sustentan la 
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evidencia previa de que la compartimentalización de las isoformas a nivel tisular y 

celular juega un papel importante en su funcionalidad, de manera que la diferente 

intervención de una u otra isoforma podría ser explicada por las diferencias a nivel 

de su expresión celular: endotelial o neuronal, respectivamente (Liu y Huang, 

2008) o de su localización subcelular (Sears y cols., 2004). 

 Por lo que respecta a eNOS se ha observado en humanos que su 

activación da lugar a un incremento en la distensibilidad miocárdica durante la 

diástole (Paulus y cols., 1995). Por ello, se le atribuye al NO sintetizado por eNOS 

del endocardio, un papel modulador de la distensibilidad miocárdica (Bras-Silva y 

cols., 2008; Castro-Chaves y cols., 2009). Los resultados de la presente tesis 

corroboran esta observación, ya que existe una correlación directa entre la 

expresión de eNOS en las biopsias procedentes de pacientes trasplantados y el 

diámetro diastólico (y sistólico) de cada paciente. Paradójicamente, en corazones 

insuficientes observamos lo contrario, ya que existe una correlación inversa entre 

los niveles de ARNm de eNOS y el diámetro tanto en la diástole como en la sístole 

del Vi.  

Esta aparente discrepancia en la función de eNOS en corazones sanos e 

insuficientes podría ser el resultado de una doble actividad del NO, por un lado 

como regulador de la distensibilidad miocárdica en corazones trasplantados 

(procedentes de donantes sanos y por tanto con una estructura no patológica), 

pero también como cardioprotector, evitando una excesiva hipertrofia cardiaca 

asociada a situaciones en las que el corazón se ha visto estructuralmente afectado 

por lesiones isquémicas o por el remodelado característico de la insuficiencia 

cardiaca (Manoury y cols., 2012).  Además, el papel protector atribuido al NO en 

corazón insuficiente coincide con resultados previos  (Heymes y cols., 1999; 

Bronzwaer y cols., 2002) que describen condiciones hemodinámicas favorables al 
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mismo tiempo que un incremento en la expresión de eNOS en el Vi de atletas, 

pero también en los pacientes con IC que poseen un perfil hemodinámico mas 

favorable. Por el contrario, una actividad de eNOS deficiente da lugar a hipertrofia 

cardiaca e IC postnatal (Liu y Feng, 2012). 

Esta doble función protectora del NO endotelial en humanos, se puede 

también observar en modelos animales, donde la regulación al alza de la 

expresión de eNOS confiere efectos protectores  en la IC (Janssens y cols., 2004; 

Zhang y Casadei, 2012) mientras que, la supresión de eNOS da lugar a efectos 

cardiovasculares perjudiciales (Bloch y cols., 1999; Papapetropoulus y cols., 1999; 

Liu y Huang, 2008; Tsutsui y cols., 2010; Umar y van der Laarse, 2010; Manoury y 

cols., 2012).  

Otro resultado novedoso de la presente tesis  es la observación de que los 

niveles de eNOS en el Vi de pacientes con IC correlacionan de manera inversa con 

la presión arterial pulmonar. De hecho, confirmando la relación entre ambas 

variables, en el Vi de los pacientes con niveles normales de PAP, se encontró un 

aumento de expresión génica y proteica de eNOS comparado con pacientes con 

hipertensión  pulmonar (HP) moderada (PAP sistólica > 35 mm Hg, según Guglin y 

Khan, 2010). Se ha visto que la IC es la causa más común de HP, la cual supone 

peor pronóstico y se asocia al incremento de la mortalidad (Guglin y Khan, 2010; 

Haddad y cols., 2011). Estudios previos en animales, han demostrado un 

incremento de eNOS durante el desarrollo de HP (Zuckerbraun y cols., 2011). 

Además, en niños con alguna enfermedad cardiaca congénita, se ha observado 

una regulación al alza de eNOS en el endotelio pulmonar en los primeros estadios 

de la HP, y esta regulación es un mecanismo compensatorio que limita el aumento 

de la PAP (Hoehn y cols., 2009). En esta misma línea, se ha observado que el 

metabolismo de la arginina (precursor del NO) se encuentra alterado en pacientes 
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con IC avanzada asociada a HP (Shao y cols., 2012),  a la vez que datos recientes 

indican que una regulación a la baja de la ruta metabólica del GMPc-NO 

contribuye a la HP asociada con la IC (Lindman y Chakinala, 2010). Además de 

todo lo expuesto, existe una contrastada experiencia clínica que demuestra como 

el NO inhalado es un potente vasodilatador de gran utilidad en el tratamiento de 

la HP en pacientes con IC (Guglin y Khan, 2010). Todas estas evidencias relacionan 

la biodisponibilidad del NO en el miocardio y en la vasculatura pulmonar con la 

HP. Por consiguiente, los elevados niveles génicos y proteicos de eNOS, pero no 

de nNOS, observados en el Vi de pacientes con valores normales de PAP sugieren 

que la regulación selectiva al alza de eNOS podría ser un mecanismo protector en 

la IC, el cual modula el aumento de PAP. Por tanto, la activación selectiva de eNOS 

puede ser  un objetivo prometedor en el tratamiento de la HP asociada a la IC. 

Como ya se ha comentado previamente, la literatura establece numerosas 

discrepancias acerca del papel de nNOS en la IC (Drexler y cols., 1998; Stein y 

cols., 1998; Damy y cols., 2004; Chen y cols., 2006). Sin embargo, los resultados 

del presente trabajo muestran una variabilidad en la expresión de nNOS en el Vi  

de pacientes con IC y sugieren que la expresión de nNOS en el Vi, pero no en el Vd 

de un paciente determinado, podría estar relacionada con la función del corazón 

ya que se correlaciona con un parámetro característico de dicha función: el gasto 

cardiaco. El GC se define como el volumen de sangre que expulsa el corazón por 

minuto y es un marcador de la funcionalidad cardiaca (Agüero y cols., 2012). Se 

observó que los niveles elevados de ARNm de nNOS en el Vi se acompañan de un 

mayor GC, un resultado que coincide con estudios previos realizados en ratones 

(Barouch y cols., 2002; Dawson y cols., 2005; Saraiva y cols., 2005; Vandsburger y 

cols., 2007).  Así, Barouch y cols (2002) describen  que la localización subcelular de 

las NOS constitutivas junto con sus moléculas efectoras pueden constituir un 
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mecanismo regulador importante en el corazón donde el NO inhibe canales de 

calcio dependientes del voltaje pero, a la vez, estimula la liberación de calcio del 

retículo sarcoplásmico lo que conduce a efectos variables sobre la contractilidad 

miocárdica. Estos autores demuestran que una localización específica de cada 

isoforma puede regular de forma diferencial la funcionalidad cardiaca. La eNOS se 

localiza en las caveolas (Garcia-Cardena y cols., 1997; Feron y cols., 1998; Hare y 

cols., 2000), junto con los adrenoceptores β y los canales de calcio dependientes 

del voltaje por lo que la activación de esta isoforma  tendría un efecto inhibidor 

del inotropismo adrenérgico. Por el contrario, la nNOS se localiza en el retículo 

sarcoplásmico y el NO liberado por esta isoforma, in vitro,  favorece la liberación 

de calcio del retículo vía los receptores de rianodina (Xu y cols., 1998; Eu y cols., 

2000), lo que favorecería la contractilidad cardiaca (Vandsburger y cols., 2007).  

De hecho, en los ratones nNOS-/- se observan respuestas inotrópicas deprimidas 

junto con una mayor hipertrofia y mortalidad  (Dawson y cols., 2005; Saraiva y 

cols., 2005) mientras que los ratones eNOS-/- exhiben una contractilidad 

miocárdica aumentada (Barouch y cols., 2002).  

Por tanto, el hecho de que la expresión de nNOS, pero no de eNOS, 

correlacione con el GC sugiere un papel específico del NO liberado por la acción 

de nNOS como modulador de la función cardiaca, y sustenta su posible relación 

con la inervación nitrérgica implicada en la contractilidad miocárdica (Brack y 

Coote, 2011).  

Por lo que respecta a la relación entre la expresión de NT-3  en corazón y 

las variables clínicas determinadas en cada grupo de pacientes, encontramos que, 

al igual que ocurría con la expresión de eNOS, existe una correlación inversa entre 

NT-3 y la PAP diastólica.  
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Se ha comentado previamente que la expresión génica de eNOS y NT-3 se 

correlacionan en todos los pacientes pero también en los individuos sanos, lo que 

puede estar relacionado con el hecho de que NT-3, a través de su receptor TrkC, 

fosforila a eNOS en Ser 1177 (Delgado y cols., 2013), lo que activa la enzima 

aumentando la producción de NO. Según la correlación clínica encontrada, la 

actividad de NT-3 sobre eNOS de las arterias pulmonares puede ser clave para el 

mantenimiento de una menor PAP en pacientes insuficientes, en los que una de 

las consecuencias de la cardiopatía es la HP.  Por tanto, un nivel de expresión de 

NT-3 y eNOS mas elevado, implicaría menor PAP y, por tanto, mejor estado 

hemodinámico para el paciente. Esta hipótesis se sustenta también  en resultados 

obtenidos en arteria pulmonar humana aislada, donde se observa que NT-3 libera 

NO de forma rápida (< 10 min)  y produce una vasodilatación dosis–dependiente y 

semejante a la acetilcolina (Meuchel y col. 2011). Se ha visto también que en 

células endoteliales aisladas de este mismo vaso, NT-3 libera NO y aumenta el 

GMPc, acorde con una acción directa  de NT-3 sobre el endotelio vascular 

(Meuchel y col. 2011).  

Estos resultados abren nuevas vías para el abordaje de la HP, pudiendo 

considerar la NT-3 como una posible diana terapéutica a este nivel. 

 1.1.4  Corazón trasplantado y reinervación cardiaca 

Está bien demostrada la existencia de denervación cardiaca completa tras 

el trasplante debida a la sección de los grandes vasos (aorta y tronco pulmonar) 

por donde mayoritariamente se disponen los troncos nerviosos cardiacos que 

también son seccionados (Bristow, 1990; Mortara, 2001). Sin embargo, tras el 

trasplante, aparece un fenómeno progresivo de reinervación, que puede ser 

evidenciado mediante técnicas de imagen, electrocardiográficas y datos clínicos. 
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De hecho, se ha comprobado la existencia de reinervación cardiaca simpática 

precoz y parcial dentro de los 12 primeros meses posteriores al trasplante 

cardiaco (Buendia-Fuentes y cols., 2010) que puede ser completa tras 3 años 

(Bengel y cols., 1999). La reinervación miocárdica es responsable de una mejoría 

en la eficiencia del corazón implantado, de una mejor tolerancia al ejercicio y de la 

reaparición de la sensibilidad nociceptiva ante eventos isquémicos (Bengel y cols., 

2001) lo que redunda en una mejor calidad de vida del paciente trasplantado. Sin 

embargo, aunque el fenómeno de reinervación cardiaca simpática tras trasplante 

es evidente,  se conoce muy poco sobre los factores que puedan estar 

relacionados con su aparición. Hasta ahora, se han considerado factores como 

edad del donante y/o del receptor, duración de la intervención (tiempo de 

circulación extracorpórea, clampaje aórtico), frecuencia de rechazos,… como 

candidatos a determinar el mayor o menor grado de reinervación cardiaca 

(Buendia-Fuentes y cols., 2010), pero no se ha abordado el análisis de las vías de 

señalización celular que podrían estar implicadas en el mismo. 

En este sentido se sabe que NT-3 se expresa en gran proporción en las 

regiones donde se está produciendo el crecimiento de los axones de las neuronas 

simpáticas  y que las neuronas simpáticas postganglionares extienden sus axones 

a través de regiones productoras de NT-3 como los vasos (Howe y Mobley, 2005). 

También están bien establecidas las funciones  de NT-3 en el desarrollo y 

maduración del sistema nervioso simpático que son: diferenciación neuronal, 

crecimiento de las prolongaciones neurales, supervivencia neuronal y control de 

la transmisión sináptica (Zhou y Rush, 1996). Por todo ello, podemos suponer que 

tras el trasplante, el corazón que está siendo sometido a un proceso de 

reinervación puede expresar en mayor proporción NT-3 como factor modulador 

de este proceso.  
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Los resultados de la presente tesis sustentan esta hipótesis ya que 

observamos unos niveles mayores de expresión génica de NT-3 en Vd de corazón 

trasplantado si lo comparamos con el Vd de corazón insuficiente o de pacientes 

con IP. Al no disponer de muestras de Vd de donantes sanos, no ha sido posible 

establecer si  los niveles de NT-3 son menores a los encontrados en corazón 

trasplantado, pero podemos inferir que este es el caso si consideramos la 

expresión en Vi de corazón sano e insuficiente.  

Es interesante señalar que se observa un cambio semejante en los niveles 

de expresión de nNOS, la isoforma de localización neuronal (Försterman y Sessa, 

2012), la cual se encuentra en mayor proporción en Vd de corazón trasplantado 

respecto a las otras muestras cardiacas. También en este caso podemos relacionar 

su mayor expresión al proceso de reinervación que está sufriendo el corazón 

trasplantado.  

La posible implicación de nNOS y NT-3 en la reinervación miocárdica no ha 

sido estudiada hasta el momento por ningún grupo de investigación y supone, por 

tanto, uno de los resultados más innovadores de la presente tesis doctoral. Así 

pues, la localización celular en terminaciones nerviosas centrales y periféricas 

tanto de nNOS (Försterman y Sessa, 2012) como de NT-3 (Scarisbrick y cols., 

1993), así como la participación de esta última en el desarrollo y supervivencia 

neuronal (Caporali y Emanueli, 2009), pueden explicar este aumento de expresión 

de ambas moléculas en corazones trasplantados relacionándolas con la 

reinervación cardiaca que se produce tras el trasplante (Bengel y cols., 2001; 

Buendia-Fuentes y cols., 2010). Para tratar de establecer de un modo más directo 

esta relación, se analizó la posible correlación entre los niveles de expresión de 

NT-3 y nNOS en miocardio y los días transcurridos desde el trasplante, pero no se 

observó correlación significativa en ningún caso.   
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Cabe destacar que, en el presente estudio, el intervalo de tiempo en el 

que se han recogido las muestras es de 14 a 471 días tras el trasplante y  dado que 

la reinervación se inicia durante el primer año pero no finaliza  hasta, al menos, 3 

años desde el trasplante cardiaco (Bengel y cols., 1999),  podemos interpretar 

nuestros resultados suponiendo que, en el intervalo de tiempo considerado, los 

niveles de NT-3 y nNOS están aumentados, pues el proceso se está iniciando, por 

lo que serían necesarios estudios a más largo plazo para determinar si, con el 

tiempo, van decayendo los niveles de expresión de ambos genes a medida que el 

proceso de reinervación se va completando.  

Hay que señalar, sin embargo,  que únicamente se observó una 

correlación significativa y positiva con los días transcurridos tras el trasplante 

cardiaco en el caso de eNOS, lo que parece ser  indicativo de una normalización de 

la función endotelial tras el trasplante que sería beneficiosa para el sistema 

cardiovascular. Así, existen estudios donde se ha visto que la inhibición de la 

síntesis de NO empeora la disfunción endotelial causada por el trasplante y 

acelera el proceso de engrosamiento de la capa endotelial, lo que lleva a la 

vasculopatía coronaria del injerto (Perrault y cols., 2003).  

1.2 Expresión en linfocitos circulantes y su significación fisiopatológica 

 1.2.1  Cambios en la expresión génica 

La predicción del riesgo de un evento cardiovascular grave es uno de los 

principales retos de la medicina moderna y el uso de  biomarcadores puede 

proporcionar información sobre el grado de enfermedad del paciente, sobre su 

pronóstico o sobre la respuesta al tratamiento, además de ser, probablemente, la 

llave para la prevención en un futuro no muy lejano (Martín‐Ventura y cols., 

2009). En esta línea, el uso de los linfocitos circulantes para el estudio de 
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proteínas como biomarcadores de la enfermedad cardiovascular, ha sido 

ampliamente utilizado por ser un tipo de muestra biológica fácil y cómoda de 

obtener. 

Por ello, en el presente trabajo, después de haber determinado los 

cambios en la expresión de eNOS, nNOS y NT-3 en distintos grupos de pacientes 

con IC (antes y después del trasplante) e IP, se analizó la expresión de esos genes 

en linfocitos procedentes de los mismos pacientes pero, además, ampliamos el 

estudio a otros grupos de pacientes en los que, por cuestiones éticas, no es 

posible obtener muestras cardiacas. Por ello, el estudio en linfocitos incluye 

individuos sanos, en un número mayor al de los donantes cardiacos, pacientes con 

hipertensión arterial de reciente diagnóstico y no sometidos a tratamiento 

antihipertensivo, pacientes con IC antes y después del trasplante, pacientes con IP 

y un grupo de pacientes con alteraciones genéticas que les predisponen para 

sufrir muerte súbita (MS) por taquicardia ventricular catecolaminérgica 

polimórfica, pero que, clínicamente, no manifiestan ningún tipo de patología 

cardiovascular.  

En primer lugar, confirmamos, en nuestras condiciones experimentales, la 

expresión de eNOS, nNOS  (Saluja y cols., 2011)  y NT-3 en linfocitos circulantes 

(Kalinowska-Lyszczarz y cols., 2011) aunque, en el caso de la nNOS, los niveles 

detectados son prácticamente imperceptibles por lo que no continuamos su 

estudio en los restantes grupos. Es de destacar que, en el caso de la NT-3, también 

se obtienen niveles muy bajos con una de las sondas utilizadas por lo que, 

habiendo demostrado la correlación existente entre ambas sondas, proseguimos 

el trabajo con la que nos da niveles mejor cuantificables.  
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Realizando un análisis comparativo de la expresión de eNOS entre los 

distintos grupos de pacientes, se observa una ligera disminución en linfocitos 

procedentes de pacientes con HTA,  pero sin alcanzar significación estadística con 

respecto a la expresión en pacientes sin sintomatología de patología 

cardiovascular (Sanos y MS). Sin embargo, esta disminución sí que alcanza 

significación estadística en linfocitos de pacientes con patologías cardiovasculares 

como  IC o IP.  

Es de señalar que, tras el trasplante, aunque los niveles de expresión de 

eNOS continúan disminuidos respecto a los controles sanos, han aumentado 

significativamente si los comparamos con los pacientes con IC antes del 

trasplante. Esto indica que la menor expresión de eNOS tiene lugar como 

resultado del desarrollo de la patología cardiovascular, y que se normaliza cuando 

el corazón insuficiente es trasplantado y el sistema cardiovascular recupera su 

funcionamiento normal.  

Como ya se ha comentado anteriormente, el NO juega un papel 

trascendental a nivel cardiovascular y su importancia en el endotelio vascular ha 

sido profusamente estudiada como mediador de la vasodilatación, angiogénesis, 

apoptosis y proliferación celular,… (Marti y cols., 2012), sin embargo, su papel en 

los linfocitos, en relación con la patología cardiovascular no ha sido establecido.  

Por lo que respecta al análisis de expresión de NT-3 en linfocitos 

circulantes, se observa que, al revés de lo que ocurre con la expresión de eNOS,  

los niveles de ARNm de NT-3  se encuentran incrementados en pacientes con HTA 

o IC con respecto a individuos sanos o  con antecedentes familiares de muerte 

súbita pero sin sintomatología de patología cardiovascular (MS). Sin embargo, los 

niveles de NT-3 en linfocitos se normalizan tras el trasplante al igual que no están 
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aumentados ni disminuidos significativamente en linfocitos de pacientes con IP. 

Dado que no se conoce el papel que NT-3 desempeña en la funcionalidad del 

linfocito, los cambios observados solo pueden interpretarse, en el presente 

trabajo,  en un sentido general como posibles marcadores de cambios a nivel 

cardiovascular. 

Concretamente, en pacientes con IC, diversos autores han sugerido que 

los niveles de expresión de ARNm para un determinado gen en linfocitos 

circulantes podrían ser el reflejo de lo que ocurre en el corazón insuficiente 

(Brodde y cols., 1986;  Hata y cols., 2006; Iaccarino y cols., 2005; Oliver y cols., 

2010) lo que podría hacerse extensivo a otros territorios del sistema 

cardiovascular. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados previos publicados 

por nuestro grupo de investigación (Oliver y cols., 2010; Agüero y cols., 2009; 

Monto y cols., 2012), éste escenario no tiene lugar de forma generalizada, sino 

que podemos hablar de dos situaciones diferentes. El linfocito puede ser un buen 

marcador de cambios generales, que afectan por igual a todo el sistema 

cardiovascular y que por tanto, vamos a encontrar tanto en las células sanguíneas 

circulantes como en los distintos tipos celulares que integran este sistema. Este 

sería el caso de la regulación al alza de las quinasas acopladas a proteína G (GRKs) 

cuando se produce una elevación de las catecolaminas circulantes en pacientes 

con hipertensión o IC (Michel y cols., 1986; Brodde y cols., 1989; Gros y cols., 

1997; Gros y cols., 2000; Dzimiri y cols., 2002; Oyama y cols., 2005; Hata y cols., 

2006; Cohn y cols., 2009). Sin embargo, en otras ocasiones, se produce una 

regulación específica de la expresión de un gen en un determinado tejido y esto 

no está reflejado en los linfocitos circulantes,  como es el caso de la disminución 

drástica de la expresión de los ARs β1 en corazón insuficiente que no se observa 

en los linfocitos circulantes (Agüero y cols., 2009; Montó et al., 2012). 
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Según los resultados del presente trabajo, en los grupos de pacientes en 

los que hemos obtenido simultáneamente muestras de corazón y linfocitos (IC, TC  

e IP)  los cambios detectados en linfocitos no se reflejan en corazón en el caso de 

eNOS, que no varía en corazón y disminuye en linfocitos de pacientes con IC, TC o 

IP. Sin embargo, sí encontramos cambios similares en el caso de NT-3, que 

aumenta tanto en linfocitos como en Vi en pacientes con IC, lo que sugiere la 

existencia de un mecanismo general de regulación génica de NT-3 a nivel 

cardiovascular en los pacientes con esta patología. 

 1.2.2. Trascendencia fisiopatológica de los cambios observados en 

 linfocitos  

No podemos determinar la trascendencia fisiopatológica de los cambios  

en la expresión de eNOS y NT-3 en linfocitos porque, según los resultados 

obtenidos y a diferencia de lo que se ha observado en corazón, sus niveles en 

linfocitos no correlacionan con ninguna de las variables clínicas analizadas. 

Tampoco en este caso se ha encontrado una correlación entre ambos genes que 

sustente un mecanismo regulador común, como habíamos propuesto en corazón, 

y que podría estar basado en la participación en una vía de señalización común 

(Meuchel y cols., 2011; Delgado y cols., 2013). En los linfocitos, los cuales no 

expresan el receptor TrkC, la NT-3 sería liberada y actuaría de forma paracrina 

modulando diversas rutas, incluida eNOS, presentes en otros tipos celulares. Esto 

explicaría que  no sea necesaria una regulación conjunta de la expresión de NT-3 y 

eNOS en el linfocito. 

Es necesario comentar el caso particular de los pacientes trasplantados, 

en los que encontramos unos niveles de NT-3 elevados en corazón pero no en 

linfocitos. Esta discordancia podría explicarse si consideramos la necesidad de una 
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regulación al alza de la NT-3 específica del miocardio para favorecer la  

reinervación del mismo.   

De la misma forma que ocurre en miocardio, en linfocitos también se 

observa una correlación entre los niveles de expresión de eNOS y los días post 

trasplante, que corrobora la implicación de una normalización en la función 

endotelial cuando el sistema cardiovascular va adecuando su funcionamiento 

gracias al injerto, y se restauran los valores clínicos que indican una funcionalidad 

cardiaca recuperada (FEVI, PAP,...). 

2. ANGIOGÉNESIS 

2.1  Puesta a punto de la técnica 

La angiogénesis es el proceso de crecimiento de nuevos vasos a partir de 

otros ya existentes (Bir y cols., 2012). Uno de los principales objetivos de la 

presente tesis fue analizar la influencia del NO sobre el proceso angiogénico, por 

lo que iniciamos el trabajo con la puesta a punto de un modelo experimental 

adecuado. Existen diferentes métodos “in vivo”, “ex vivo” e “in vitro” que tratan 

de reproducir las condiciones fisiológicas. De todos ellos, se seleccionó el método 

de cultivo de vasos en matriz tridimensional de Matrigel™ “ex vivo”, porque, a 

diferencia de los cultivos de células endoteliales, permite mantener la integridad 

del vaso y, a diferencia de los métodos “in vivo”, permite un análisis más preciso 

de los mecanismos que intervienen en el proceso al eliminar la regulación 

neurohumoral. Este método de angiogénesis “ex vivo”, ha sido desarrollado 

fundamentalmente con aorta de rata y ratón (Nicosia, 2009; Nicosia y cols., 2011) 

pero en la presente tesis se determinó que el crecimiento de nuevos vasos tiene 

lugar independientemente del tipo de vaso utilizado, ya que se observó en aorta 
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de rata y ratón, al igual que en 2ª rama de arteria mesentérica de rata. Además, 

nuestro grupo ha demostrado que el crecimiento angiogénico también tiene lugar 

en arterias femorales humanas (Hernández y cols., 2010). 

Numerosos son los factores que regulan el crecimiento de nuevos vasos, 

entre los que se encuentran principalmente factores de crecimiento como el VEGF 

(Ziche y Morbidelli, 2000; Cooke, 2003; Bir y cols., 2012) o el FGF-2, entre otros 

(Ziche y Morbidelli, 2000). Para determinar su incidencia en el cultivo se cultivaron 

los diversos explantes en presencia y ausencia de factores de crecimiento, 

observándose una respuesta angiogénica más marcada en presencia de éstos. Con 

el fin de reproducir las mejores condiciones fisiológicas, los ensayos se realizaron 

utilizando aorta de rata en presencia de factores de crecimiento.  

Para cuantificar la cinética de crecimiento, se utilizan con frecuencia 

marcadores fluorescentes como la calceína, que al introducirse en las células 

permiten cuantificar el crecimiento en función de las unidades de fluorescencia 

que, arbitrariamente, se definen en cada caso. Este método, que facilita la 

obtención de imágenes representativas del crecimiento, implica un sesgo en los 

resultados al incluir en la cuantificación todas las células del campo seleccionado, 

sin discriminar las que están integradas en las estructuras de los nuevos vasos de 

aquellas que se encuentran libremente dispersas en el medio y, además el 

crecimiento tridimensional de los nuevos vasos enmascara la medición de la 

intensidad de fluorescencia.  

Para evitar este sesgo, en el presente trabajo se estableció como método 

de seguimiento la medida de la distancia en μm de los ejes correspondientes a los 

cuatro polos terrestres tomando como punto origen en cada caso la superficie 

externa del anillo. La medición se realizó desde el “día 3” hasta el “día 7” del 
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cultivo, momento en el que el crecimiento longitudinal se detiene por alcanzar los 

extremos del pocillo y a partir del cual los anillos comienzan a retraerse.  

2.2   Implicación de las capas vasculares en angiogénesis 

Con el fin de determinar la implicación de las células endoteliales (Nicosia, 

2009), pero también la de células precursoras localizadas en la capa más externa 

del vaso (Diglio y cols., 1989), se cultivaron los vasos en presencia o ausencia de la 

capa endotelial y adventicia. Se observa como, en ausencia de la capa endotelial, 

la longitud de crecimiento de los nuevos vasos se produce de la misma forma que 

en presencia de ella. En cambio, tras eliminar la capa adventicia, se observa como 

los anillos, con el tiempo, pierden su capacidad angiogénica además de su 

morfología. Por tanto, la presencia de la capa adventicia es determinante en el 

proceso.  

Existen diversos trabajos publicados en los últimos años donde se sugiere 

la existencia de una zona en la pared de los vasos sanguíneos de tamaño 

mediano-grande a la que han denominado “zona vasculogénica” (Zengin y cols., 

2006; Tilki y cols., 2009). Esta zona se encuentra localizada entre la capa muscular 

lisa y la capa adventicia, y en ella se albergan un conjunto de células madre 

pluripotenciales mesenquimales (MSCs) y hematopoyéticas (HSCs), así como 

células progenitoras endoteliales (EPCs), musculares (MPCs) y hematopoyéticas 

(HPCs) (Tilki y cols., 2009). Por lo que respecta a las EPCs, esta zona presente en la 

pared vascular fue considerada el primer lugar donde se localizaron fuera de la 

médula ósea. Tanto las EPCs como las células endoteliales diferenciadas son 

participantes activas en la formación de nuevos vasos (Tilki y cols., 2009) por lo 

que la localización de las EPCs en la adventicia explica que la presencia de esta 

capa sea indispensable para que se produzca el crecimiento angiogénico.  
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2.3  Angiogénesis y expresión de eNOS, nNOS y NT-3 

Como ya se ha comentado, el NO está implicado en el desarrollo de 

diversas patologías cardiovasculares como la HTA o IC y, a su vez, la angiogénesis 

se ve alterada en enfermedades que cursan con disfunción endotelial como la 

HTA (le Noble y cols., 1998) o los procesos isquémicos (Bir y cols., 2012).  

Para hacer un análisis de la intervención del NO en el proceso 

angiogénico, se planteó determinar, en primer lugar, si la expresión de las  

isoformas constitutivas de NOS se alteraba a lo largo del proceso. Para ello,  se 

determinaron los niveles de ARNm de eNOS y nNOS antes y después del cultivo. 

Además, como hemos visto que NT-3 actúa fosforilando la eNOS, y sabiendo que 

la aorta de rata expresa NT-3 (Delgado y cols., 2013), se planteó determinar 

también la expresión de esta neurotrofina. 

En el caso de eNOS, es interesante observar que su expresión es mayor en 

el anillo aórtico que en los nuevos vasos formados, a pesar de que estos están 

formados en su mayoría por células endoteliales, mientras que en la estructura 

del anillo de aorta las células endoteliales suponen una parte proporcionalmente 

mucho menor. En cualquier caso, la expresión se mantiene durante el cultivo 

salvo en el caso en el que se separan los nuevos vasos del anillo original. Cuando 

se extraen y se resiembran los nuevos vasos sin anillo, la expresión de eNOS cae 

significativamente, lo que nos indica la existencia de un factor modulador 

procedente del anillo que mantiene la expresión génica de eNOS en los nuevos 

vasos formados. No existen evidencias previas que hayan descrito un resultado 

semejante o ayuden a clarificar la naturaleza de este factor.  

Para tratar de aclarar la participación del anillo en la expresión de eNOS 

en los nuevos vasos, se realizaron nuevos experimentos en los que los nuevos 
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vasos se separan del anillo original y se resiembran junto con este anillo situado 

en un inserto a fin de evitar el contacto directo con los nuevos vasos (Delgado y 

cols., 2013). También en este caso se observa que la expresión de eNOS 

disminuye drásticamente, luego el factor modulador de su expresión, procedente 

del anillo, no es un mediador que se libera al medio de cultivo sino que requiere el 

contacto directo entre las células.  

Tratando de hacer una interpretación del interés de estos resultados se 

puede plantear que la presencia de la isoforma endotelial (eNOS) en las células 

endoteliales puede ser un elemento necesario cuando existe comunicación entre 

estas células endoteliales y las células adyacentes (células de músculo liso 

vascular, fibroblastos, pericitos,…) pero no tanto cuando se elimina dicha 

comunicación. Si tenemos en cuenta la peculiaridad del NO de sintetizarse en la 

célula endotelial y difundir a las células adyacentes (Ignarro y cols., 1999), donde 

ejerce su acción, se podría pensar que, cuando no existen estas células 

adyacentes, la expresión de eNOS en la célula endotelial ya no resulta necesaria y 

se regula a la baja. 

En el caso de nNOS, se observó cómo, tras 7 días de crecimiento, los 

niveles de expresión fueron muy bajos tanto en el anillo como en los nuevos vasos 

formados, y lo mismo ocurre con la NT-3. Dado que nNOS y NT-3 están 

directamente relacionadas con el desarrollo neuronal (Zhou y Rush, 1996; 

Caporali y Emanueli, 2009; Försterman y Sessa, 2012), la pérdida de expresión de 

ambos genes podría ser una consecuencia de la eliminación de las terminaciones 

nerviosas que se produce al diseccionar la arteria. Para sustentar esta hipótesis, y 

descartar que la pérdida de expresión se derive de las condiciones del cultivo 

angiogénico, se cuantificaron los niveles de ARNm de nNOS y NT-3 en anillos 

aórticos  aislados y mantenidos en un medio de cultivo que no permite el 
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crecimiento angiogénico pero que, al incubarlos en las condiciones adecuadas, 

inician dicho crecimiento (anillos quiescentes, Nicosia, 2009). Los resultados 

muestran como, en el caso de eNOS, la expresión génica es similar en anillos 

quiescentes con respecto a la expresión en el anillo original, sin embargo, en el 

caso de nNOS y NT-3, la expresión se pierde en los anillos quiescentes, lo mismo 

que ocurría cuando estaban sometidos al proceso angiogénico. Estos resultados 

novedosos muestran que la pérdida de expresión de nNOS y NT-3 no se debe a las 

condiciones experimentales ya que la expresión desaparece tanto en aorta normal 

como en anillos quiescentes, sino que la causa más probable de la pérdida de 

expresión está relacionada con la pérdida de la inervación que se produce tras la 

disección del anillo. 

2.4  Angiogénesis, enfermedades cardiovasculares y NO 

Una vez visto como afecta el cultivo sobre los niveles de expresión de los 3 

genes, se determinó la función del NO sobre el crecimiento de nuevos vasos. Para 

ello se utilizó L-NAME como inhibidor no selectivo de las tres isoformas de NOS 

(Victor y cols., 2009; Flacco y cols., 2013b), y SMTC como inhibidor selectivo de la 

isoforma neuronal de NOS (nNOS) (Dautzenberg y cols., 2011), además de DETA-

NO como donador de NO (Mooradian y cols., 1995), NTG como liberador de 

especies nitrogenadas (Nuñez y cols., 2005) y ODQ como inhibidor de la enzima 

guanilato ciclasa (Garthwaite y cols., 1995; Flacco y cols., 2013b).  

La inhibición no selectiva de la síntesis de NO con L-NAME da lugar a un 

incremento en la longitud de crecimiento de nuevos vasos en aorta de rata que se 

observa a lo largo de todo el cultivo, lo que sugiere que el NO endógeno puede 

estar ejerciendo un efecto antiangiogénico. Ya que se ha comprobado que nNOS 

desaparece e iNOS no se induce en nuestras condiciones experimentales, el NO 
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endógeno que modula el proceso procedería de eNOS. Otra prueba de la 

participación exclusiva del NO liberado por eNOS en el proceso es que el SMTC, 

inhibidor selectivo de nNOS, no afecta el proceso. 

La literatura proporciona numerosas discrepancias acerca del papel del 

NO en la angiogénesis (Pilipi-Synetos y cols., 1994; Ziche y Morbidelli, 2000; Bir y 

cols., 2012). Estas discordancias pueden ser debidas a las diferentes rutas 

metabólicas en las que se encuentra implicado el NO (Hare y Colucci, 1995; Liu y 

Huang, 2008; Zhang y Casadei, 2012) junto a diversas limitaciones metodológicas. 

La mayoría de los estudios sustentan un efecto potenciador del NO sobre el 

proceso, teniendo en cuenta resultados indirectos como el efecto estimulante que 

tiene el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) liberado en los vasos 

sobre la síntesis del NO (Ziche y Morbidelli, 2000; Cooke, 2003) o el uso de 

donadores de NO que, actuando a través de la enzima guanilato ciclasa (Ziche y 

Morbidelli, 2000; Bir y cols., 2012), también pueden potenciar la angiogénesis. 

Además, se ha visto que la inhibición de las enzimas que regulan la síntesis de NO, 

da lugar a ciertas anormalidades en el crecimiento de nuevos vasos (Ziche y 

Morbidelli, 2000). Sin embargo, la mayoría de estos trabajos se realizaron “in 

vivo”, con la posible intervención de mecanismos reguladores neurohumorales, o 

con células endoteliales cultivadas, en las que sólo se observa proliferación y una 

disposición más o menos ordenada. Otros autores, trabajando en condiciones más 

semejantes a las del presente trabajo, encuentran un efecto anti-angiogénico del 

NO (Pipili-Synetos y cols., 1994; Sakkoula y cols., 1997; Pipili-Synetos y cols., 

2000).  

El efecto antiangiogénico del NO se corroboró en nuestras condiciones 

con el uso del donante de NO, DETA-NO, que a elevadas dosis inhibe 

significativamente el crecimiento angiogénico. El hecho de que la adición del 



                            Discusión 

    

183 
 

ODQ, un inhibidor de la GCs, no modifique este efecto inhibidor, excluye la 

participación de esta enzima en el proceso, al menos en nuestras condiciones. A 

estos resultados hay que añadir que la nitroglicerina, un agente capaz de liberar 

especies nitrogenadas que activan la GCs (Nuñez y cols., 2005), tampoco afecta al 

proceso de crecimiento de nuevos vasos a las concentraciones en que esta 

activación es máxima.  La incubación del anillo con nitroglicerina junto con ODQ 

no modifica tampoco el proceso angiogénico.  

Únicamente la concentración de nitroglicerina que produce una 

vasodilatación moderada inhibe el crecimiento angiogénico y esta acción no se 

observa en presencia de DMSO como vehículo, por lo que parece estar 

relacionada con la liberación de especies nitrogenadas que pueden ser alteradas 

por la actividad captadora de radicales libres del  DMSO (Ali, 2001). 

Hay que recordar que, aunque la activación de la GCs pueda favorecer el 

proceso angiogénico (Namkoong y cols., 2005), otra de las dianas biológicas del 

NO es  la enzima CcO mitocondrial (Victor y cols, 2009; Larsen y cols., 2012), 

compitiendo con el O2 a este nivel y produciendo una disminución del consumo 

del O2 mitocondrial más evidente cuanto menor es la concentración de O2. Este 

mecanismo permite que, en condiciones de hipoxia moderada, la presencia de NO 

en la célula redireccione el O2 de la mitocondria (su principal consumidor) a las 

otras dianas celulares del O2, favoreciendo así su redistribución y evitando al 

máximo los efectos deletéreos de la hipoxia en la célula (Hagen y cols 2003  Victor 

y cols., 2009; Larsen y cols., 2012). De hecho, se ha visto que gracias a la presencia 

del NO, la enzima prolilhidroxilasa (PHD2) se mantiene activa en hipoxia, al 

disponer de un nivel de O2 adecuado para mantener su actividad y evita la 

acumulación de HIF-1α (Hagen y cols., 2003; Victor y cols., 2009), el mediador más 

importante del proceso angiogénico en hipoxia. Por ello, la actividad 
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antiangiogénica manifestada por el NO procedente de eNOS en nuestras 

condiciones experimentales, podría atribuirse a su acción sobre la CcO 

mitocondrial y podría derivar de la disminución en la capacidad metabólica de la 

célula al disminuir el consumo de O2 (Victor y cols, 2009; Larsen y cols., 2012). 

Esta capacidad del NO para mantener un nivel de “quiescencia” celular ya ha sido 

explorada sobre las células madre neurales y se ha observado que la activación de 

eNOS de las células madre neurales por NT-3 y la consiguiente liberación de NO 

reduce la proliferación de estas células, manteniendo una población quiescente 

de las mismas (Delgado y cols., 2013). 

Una vez visto lo que ocurre en aorta de rata Wistar, completamos el 

estudio analizando la acción del L-NAME en aorta procedente de ratas hipertensas 

(SHR) o con síndrome metabólico (ratas Zucker). 

Se ha comprobado que en situaciones patológicas como diabetes, 

aterosclerosis, HTA e IC, la síntesis excesiva de ROS o la disminución de la 

biodisponibilidad de NO, dan lugar a disfunción endotelial, proliferación celular, 

migración, inflamación, apoptosis, fibrosis, hipertrofia cardiovascular y 

remodelado (Bir SC, 2012) y existen estudios que relacionan directamente la HTA 

con un crecimiento angiogénico alterado o reducido (Wang y cols., 2004; Kruzliak 

y cols., 2013). Estos resultados coinciden con los resultados expuestos en la 

presente Tesis Doctoral, donde el crecimiento de nuevos vasos en ratas SHR y 

Zucker no es modificado por  L-NAME o SMTC, lo que puede interpretarse por una 

falta de biodisponibilidad de NO procedente de la eNOS en estas patologías.  

 Asumiendo que una angiogénesis terapéutica podría ser un avance 

médico para el tratamiento de enfermedades isquémicas (Bir y cols., 2012; Ziche y 

Morbidelli, 2000) o para la hipertensión arterial (Kruzliak y cols., 2012) al asegurar 
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la vasodilatación y la neovascularización, el efecto del NO a este nivel no está 

claro y dependerá de numerosos factores, pudiendo ser distinto en función de la 

ruta y el mecanismo implicado. Se requieren más estudios acerca del posible 

papel terapéutico del NO sobre la angiogénesis en patologías cardiovasculares.  
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 CONCLUSIONES 

 

1. La correlación existente entre la expresión de eNOS en el miocardio y el 

diámetro sistólico y diastólico del Vi sugiere una doble actividad 

moduladora específica de esta isoforma: por un lado facilita la 

distensibilidad en corazón trasplantado y por otro, modera la hipertrofia 

cardiaca propia del corazón insuficiente. 

2. La expresión de eNOS y NT-3 en el Vi sigue una correlación inversa con la 

PAP en pacientes con IC. Los niveles de eNOS en Vi son menores en 

pacientes con hipertensión pulmonar lo que indica que la regulación al 

alza de la enzima podría mejorar la hipertensión pulmonar asociada a la 

insuficiencia cardiaca. Existe además una correlación entre NT-3 y eNOS, 

lo que sugiere una vía de señalización común como posible diana 

terapéutica en el tratamiento de la hipertensión pulmonar. 

3. El óxido nítrico liberado por nNOS en el corazón insuficiente ejerce un 

efecto modulador de la función cardiaca evidenciado por su relación 

directa con el gasto cardiaco. 

4. En miocardio de pacientes sometidos a trasplante cardiaco se observa 

mayor expresión de nNOS y NT-3 pudiendo ser un indicativo del proceso 

de reinervación. También existe una correlación directa entre la 

expresión génica de NT-3 y la de los ARs α1A, β1 y β2, implicados en la 

inervación simpática del corazón. 

5. Los linfocitos circulantes reflejan los cambios en la expresión de NT-3 en 

corazón insuficiente, pero no los cambios de eNOS, lo que sugiere la 

existencia de un mecanismo regulador para NT-3 común en miocardio y 
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linfocitos. No se detecta nNOS en cantidades adecuadas para hacer una 

valoración de los cambios en su expresión génica en linfocitos. 

6. En pacientes trasplantados, la relación directa encontrada entre los 

niveles de expresión de eNOS en miocardio y linfocitos y los días 

postrasplante, sugiere una recuperación de la función endotelial a 

medida que se restauran los valores clínicos que indican una 

funcionalidad cardiaca adecuada. 

7. El crecimiento de nuevos vasos a partir de anillos vasculares incubados 

en una matriz tridimensional es un proceso reproducible y cuantificable. 

La presencia de la capa adventicia, pero no de la endotelial, es 

imprescindible para dicho proceso. 

8. Los niveles de ARNm de nNOS y NT-3 disminuyen drásticamente cuando 

el vaso se disecciona, independientemente de que se produzca o no el 

proceso angiogénico. Por el contrario, la expresión de eNOS se 

mantiene, salvo cuando los nuevos vasos formados se separan del anillo 

original. 

9. El NO endógeno o exógeno inhibe el crecimiento de nuevos vasos por un 

mecanismo independiente de GCs, que no se observa en ratas 

hipertensas o ratas Zucker.   
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 RESUMEN 

El óxido nítrico es un mediador implicado en el desarrollo de la patología 

cardiovascular, la principal causa de mortalidad en nuestro entorno, pero su papel 

no ha sido completamente esclarecido. Recientemente, se ha establecido el 

mecanismo a través del cual actúa la NT-3 liberada en el endotelio vascular y se ha 

demostrado su capacidad para, a través de la activación de su receptor TrkC,  

fosforilar la eNOS y, como consecuencia, aumentar la síntesis de NO  en las células 

que expresan este receptor junto con eNOS. A su vez, también se ha demostrado 

recientemente la implicación de la otra isoforma constitutiva de la NOS, la nNOS, 

en la homeostasis cardiovascular. Por todo ello, en la presente Tesis Doctoral se 

ha estudiado el papel de NT-3, eNOS y nNOS en la patología cardiovascular 

humana, focalizando la atención en el proceso angiogénico por ser un factor clave 

tanto en el desarrollo como en la recuperación de los trastornos cardiovasculares. 

Para ello se ha trabajado con muestras humanas de corazón y linfocitos 

circulantes procedentes de sujetos sanos y de pacientes con distintas patologías 

cardiovasculares como hipertensión arterial, insuficiencia cardiaca o pulmonar, 

trasplante cardiaco o antecedentes de muerte súbita por taquicardia ventricular 

catecolaminérgica polimórfica. Además, se ha analizado en animal de 

experimentación el papel de eNOS, nNOS y NT-3 en el proceso angiogénico, 

seleccionando para ello un modelo “ex vivo” que permite el crecimiento de 

nuevos vasos a partir de un anillo de aorta de rata incubado en una matriz 

tridimensional. 

Por lo que respecta a la patología cardiovascular humana, se ha observado 

que existe variabilidad de expresión de eNOS y nNOS en pacientes con IC que no 

depende del tratamiento farmacológico ni de las distintas etiologías de la 

enfermedad, lo cual justifica las discrepancias de resultados descritos en la 
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literatura. Además, la distinta localización celular y subcelular de ambas isoformas 

puede ser el motivo por el cuál los niveles de expresión son tan distintos a nivel de 

miocardio. En cambio, los niveles de NT-3 se encuentran aumentados en IC con 

respecto a voluntarios sanos y ese aumento coincide con los pacientes con 

miocardiopatía dilatada.  

Tras realizar diversas correlaciones entre los niveles de ARNm de los 3 

genes y las variables clínicas propias de cada patología, los resultados obtenidos 

muestran que el NO procedente de la isoforma endotelial (eNOS) correlaciona de 

forma inversa con el diámetro del Vi en pacientes insuficientes pero de manera 

directa en los trasplantados, lo cual sugiere una doble actividad del NO, por un 

lado como cardioprotector evitando una excesiva hipertrofia cardiaca en 

corazones insuficientes y, por otro lado, como regulador de la distensibilidad en 

corazones trasplantados. Además, eNOS también correlaciona inversamente con 

la PAP de pacientes insuficientes pero, a su vez, su expresión es superior en 

pacientes con niveles normales de PAP con respecto a pacientes con HP, de 

manera que, la regulación selectiva al alza de la enzima podría ser un objetivo 

prometedor en el tratamiento de la hipertensión pulmonar asociada a la 

insuficiencia cardiaca. Por lo que respecta a nNOS, existe correlación directa entre 

nNOS y el gasto cardiaco, como parámetro que determina la funcionalidad del 

corazón, lo que sustenta la posibilidad de la relación del NO con la inervación 

nitrérgica implicada en la contractilidad cardiaca. Diversos estudios han 

determinado la regulación común existente entre NT-3 y eNOS a nivel vascular. 

Nuestros resultados corroboran dicha observación en miocardio, ya que existe 

correlación directa entre ambos genes independientemente de la cavidad 

estudiada. Además, la correlación inversa existente entre los niveles de ARNm de 

NT-3 y la PAP diastólica corrobora de nuevo el mecanismo común de regulación 
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de eNOS y la neurotrofina y sugiere, nuevamente, importantes dianas 

terapéuticas. 

Teniendo en cuenta que tanto nNOS como NT-3 son dos moléculas 

implicadas en el desarrollo y función neuronal, nos propusimos determinar su 

posible implicación en la inervación cardiaca del miocardio. Efectivamente, existe 

un aumento de expresión de ambos genes en los corazones trasplantados que 

están siendo sometidos a un proceso de reinervación y, además, en el caso de NT-

3, se corrobora su implicación en la inervación simpática del corazón por la 

correlación directa encontrada con los adrenoceptores. 

Además del miocardio, también trabajamos con linfocitos circulantes, 

utilizados como biomarcadores del estado del músculo cardiaco. Los resultados 

obtenidos demuestran que este no es un escenario general para todos los genes. 

En el caso de NT-3 sí que existe similitud en su expresión en linfocitos y miocardio 

en corazones insuficientes, pero no ocurre lo mismo con eNOS. 

Por otra parte, se trató de ver si alguno de los 3 genes correlacionaba con 

los días trascurridos desde el TC. Los resultados muestran como solo en el caso de 

eNOS existe correlación directa tanto el linfocitos como en miocardio, lo cual 

puede ser indicativo de que el NO parece que dirige hacia una normalización en la 

función endotelial guiada por la enzima mientras se restauran los valores clínicos 

que indican una funcionalidad cardiaca recuperada. 

La angiogénesis es un proceso implicado en diversas patologías 

cardiovasculares. Por ello, se ha tratado de poner a punto la técnica en nuestro 

modelo y, además, se ha analizado los cambios de expresión de eNOS, nNOS y NT-

3 durante el proceso. Además, puesto que el NO juega un papel trascendental a 

nivel cardiovascular y su importancia en el endotelio vascular ha sido 
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profundamente estudiada como mediador de la angiogénesis, se ha determinado 

su función en nuestras condiciones experimentales. Por todo ello, se ha trabajado 

con aorta de rata en medio de cultivo adicionado con factores de crecimiento 

como condiciones que reproducen lo que ocurre fisiológicamente. Además, se 

demuestra como tanto la capa endotelial como la capa adventicia de aorta están 

implicadas en el crecimiento de nuevos vasos, sin embargo, la pérdida de la capa 

adventicia supone la destrucción de las células precursoras endoteliales, lo cual da 

lugar a la supresión del inicio del proceso. 

Por otro lado, la pérdida de expresión de nNOS y NT-3 en distintas etapas 

del proceso angiogénico y en anillos quiescentes, hace pensar que no son las 

condiciones del cultivo lo que dan lugar a la pérdida, si no la eliminación de las 

terminaciones nerviosas que irrigan el vaso. En el caso de eNOS, su expresión no 

se pierde ni durante el proceso, ni en anillos quiescentes. Sin embargo, la 

separación del anillo y los nuevos vasos formados, da lugar a la pérdida de 

expresión de la isoforma endotelial en estos últimos, lo cual parece indicar que el 

NO procedente de eNOS es indispensable para la comunicación entre células. 

En el cultivo angiogénico, el aumento de crecimiento de nuevos vasos 

utilizando L-NAME y la disminución de éste con elevadas dosis de NO demuestran 

la implicación del mediador como protector del crecimiento anómalo de nuevos 

vasos. Además, parece que las rutas implicadas son distintas. Sin embargo, el 

crecimiento de nuevos vasos alterado que tienen los animales con hipertensión 

arterial o síndrome metabólico, no es revertido utilizando L-NAME o SMTC, lo cual 

demuestra, nuevamente, que el NO está implicado activamente en el proceso. 
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