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Introduccion

1. Ejercicio fisico

El sedentarismo se ha convertido en un problema de salud publica
relacionado con la vida moderna. Es un factor de riesgo independiente para la
aterosclerosis y enfermedad cardiovascular y se estima que es responsable de
aproximadamente un tercio de las muertes por enfermedad coronaria, cancer
de colon o diabetes tipo 2 (1-4).

Aproximadamente el 50% de las muertes por enfermedad
cardiovascular aterosclerotica podria prevenirse con la modificacion del estilo
de vida. Sin embargo, la mayoria de las personas pasan mas del 50% de su
tiempo realizando actividades sedentarias (5). A nivel vascular, la inactividad
se asocia con cambios en la estructura arterial, produciendo remodelacion
vascular. La funcion vasodilatadora parece estar conservada pero se produce
un aumento persistente de la actividad vasoconstrictora, principalmente a
expensas de la endotelina-1 (ET-1) y la angiotensina II (AT-1I) (2,6).

El término actividad fisica o ejercicio fisico se refiere a cualquier
movimiento corporal que ocasiona una contraccion de la musculatura
esquelética y consumo de energia. Concretamente, el entrenamiento es una
actividad fisica regular, estructurada, con el objetivo de mejorar y/o mantener
el estado fisico y el bienestar (7). La practica regular de ejercicio fisico se
asocia con una reduccion del 20-40% de la incidencia de eventos vasculares
primarios y secundarios y del riesgo de muerte por enfermedad cardiovascular
(1,2,8). Para lograr efectos beneficiosos en adultos, se recomienda la
realizacion de al menos 150 minutos semanales de actividad fisica aerobica
de intensidad moderada o 75 minutos de actividad vigorosa, 0 una
combinacion de ambas, en sesiones de un minimo de 10 minutos de duracién
cada una, asociadas a la préctica de actividades de fortalecimiento de los

grandes grupos musculares, al menos dos veces por semana (9).
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Los beneficios clinicos del entrenamiento no se limitan a la
prevencion y tratamiento de las enfermedades ateroscleréticas como la
hipertension, los accidentes cerebrovasculares o la enfermedad coronaria, sino
gue también involucran a la diabetes tipo 2, la osteoporosis, la obesidad, la
depresion o las enfermedades neurodegenerativas. Ademas, reduce la
probabilidad de padecer algunos tipos de cancer, como el de colon y el de
mama, y previene la pérdida de autonomia en las personas mayores (3,4,10).
Sin embargo, al menos un 40% de los beneficios del ejercicio no pueden
atribuirse solo a la modificacién de los factores de riesgo, sino que también
estarian relacionados con los efectos directos y repetitivos que produce el
gjercicio sobre la pared vascular, induciendo adaptaciones tanto funcionales
como estructurales (2,11).

En reposo, el corazon proporciona un gasto cardiaco suficiente para
mantener las necesidades metabélicas basales y la tension arterial dentro de
valores normales. El inicio agudo de la contraccién muscular que provoca el
ejercicio aumenta la demanda muscular de nutrientes y de oxigeno (12).
Durante el ejercicio se produce una distribucion del gasto cardiaco con un
aumento del flujo sanguineo hacia el corazon y el muasculo esquelético activo
para mantener una tension arterial adecuada en respuesta a la vasodilatacion
inducida por el ejercicio (12-14). Esto se logra a expensas de una reduccion
del flujo sanguineo a los drganos poco activos o inactivos, como el musculo
esquelético que no participa en el ejercicio, la piel, la circulacion renal o la
esplacnica. Esta disminucion se atribuye principalmente a un aumento de la
resistencia por vasoconstriccion inducida por predominio simpatico y

liberacion de sustancias contractiles (12-14).
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2. Regulacion del tono vascular

El tono vascular es la propiedad que tienen los vasos de aumentar o
disminuir la tension de sus paredes en respuesta a un determinado estimulo.
Estd regulado por la influencia simultanea de sustancias vasoactivas
intravasculares (hormonas y derivados plaquetarios), neurotransmisores
(sistema nervioso autdonomo perivascular (15)) y la produccion de sustancias
vasoactivas liberadas por el endotelio (16—18).

El endotelio es un 6rgano formado por una capa de células que recubre
la superficie interna del sistema vascular y linfatico. Altamente especializado
y metabolicamente muy activo, ejerce un papel muy importante en el
mantenimiento de la homeostasis vascular (16,19). Ademas de mantener la
integridad estructural y funcional del vaso, el endotelio desempefia multiples
funciones a través de acciones autocrinas, paracrinas y endocrinas. Entre éstas
se encuentra el mantenimiento del tono vascular y por consiguiente del flujo
sanguineo, la regulacion de la reactividad de las células circulantes y de la
permeabilidad vascular, ademds de intervenir en las respuestas inmunitaria,
inflamatoria y hemostatica (16—18).

Una propiedad fundamental de la célula endotelial es la
heterogeneidad, tanto en su estructura como en su funcion. Los fenotipos de
las células endoteliales varian entre los diferentes 6rganos, entre los diferentes
segmentos del vaso dentro del mismo 6rgano, y entre las células endoteliales
vecinas de un mismo érgano v tipo de vaso sanguineo. Esta heterogeneidad
implica diferencias en la capacidad de expresion de antigenos de superficie y
de receptores dependiendo del lecho vascular, lo que se traduce en la
posibilidad de generar diferentes respuestas a un mismo estimulo (16,19-21).

Los efectos endoteliales sobre la regulacion del tono del musculo liso

vascular se deben a la produccion y liberacion de potentes agentes
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vasodilatadores y vasoconstrictores. Los factores vasodilatadores mas
importantes liberados por el endotelio son el 6xido nitrico (NO), la
prostaciclina (PGI;) y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio
(EDHF); y los contractiles, los aniones superéxido (Oz), los endoperoxidos
derivados de la ciclooxigenasa (COX) como el tromboxano A, (TXA,), y la
ET-1 (22,23) (Figura 1). Estas sustancias se liberan en respuesta a estimulos
humorales y/o mecanicos, y pueden afectar tanto la funcién como la estructura

del vaso sanguineo (16).

Endotelio PGl, EDHF ET-1 0, TXA,
wan . Relajacion Contraccion

Figura 1. Principales sustancias endoteliales relajantes y contractiles que
regulan el tono vascular.

NO: Oxido nitrico, PGIL: prostaciclina, EDHF: factor
hiperpolarizante derivado del endotelio, ET-1: Endotelina-1, O, anién

superoxido, TXA»: tromboxano A,.
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2.1.  Factores relajantes derivados del endotelio

Los factores endoteliales son liberados en respuesta a estimulos
mecanicos, como el shear stress o tension de cizallamiento, o humorales como
la acetilcolina (Ach), que actia a través de la activaciéon de receptores
muscarinicos, induciendo vias vasodilatadoras en la célula endotelial que
producen relajacion del musculo liso vascular (16,17). La regulacion del tono
del vaso varia a lo largo del arbol vascular. Mientras que el NO predomina en
las arterias de conduccion, el EDHF lo hace en los lechos mas pequefios, como
las arterias coronarias o los vasos de resistencia (17). Sin embargo, se han
descrito mecanismos de compensacion entre ellos cuando se altera el

funcionamiento de alguna de las vias (16,17).

2.1.1. Oxido nitrico

Es un vasodilatador muy potente, de vida media muy corta, que
contribuye a mantener el tono vascular mediante la relajacion de los vasos
sanguineos tanto in vitro como in vivo (16).

Es responsable de la mayor parte de las propiedades ateroprotectoras
atribuidas al endotelio: vasodilatador, antiagregante plaquetario, inhibidor de
la proliferacion de moléculas de adhesion, y antioxidante, entre otras (18).

El NO se sintetiza a partir de la L-arginina por la 6xido nitrico sintasa
(NOS) para formar L-citrulina y NO (Figura 2) (16,23). La estimulacion de
las células endoteliales produce un aumento de la concentracion de calcio y la
formacion del complejo Ca?—calmodulina que activa la NOS (16,17,23).
Entre los mecanismos fisiologicos que estimulan la produccion de NO se
encuentran el shear stress, hormonas como las catecolaminas, productos
plaquetarios como la serotonina y autacoides como la histamina o la
bradiquinina (16,17,24).

La NOS cataliza la conversion de la L-arginina a L-citrulina y NO en
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presencia de oxigeno molecular, y las reacciones requieren los siguientes
cofactores: nicotinamida-adenina-di nucleétido fosfato reducido, flavinas
mono y di nucleotidos, hemo, tetrahidrobiopterina y zinc (16,17,23). E1 NO
formado difunde por una parte al lado luminal del vaso donde inhibe la
adhesion y agregacion plaquetaria, y por otra parte difunde al musculo liso
vascular donde se une y activa la enzima guanilato ciclasa soluble, que cataliza
la conversion de guanosina 5-trifosfato (GTP) en guanosina monofosfato
ciclica (GMPc). La mayoria de los efectos fisiologicos del NO estan asociados
a la activacion de la guanilato ciclasa soluble (23). El GMPc activa las
proteinas quinasa dependientes de GMPc tipo I (cGKI) y II (cGKII). La cGKI
se expresa preferentemente en el musculo liso vascular, en las plaquetas y, en
menor medida, en el endotelio. En el musculo liso vascular, la activacion de
c¢GKI produce la relajaciéon por un mecanismo calcio-dependiente, ya sea
reduciendo la concentracion de calcio intracelular o alterando la sensibilidad
al calcio de las proteinas contractiles (16,17,23,25). Por otro lado, el NO
también puede producir relajacion en algunos lechos vasculares por activacion

de canales de potasio (26).



Introduccion

L-Citrulina +

Vot

Nitrovaso-
dilatadores

/‘
ol o

Musculo

3 Liso
RELAJACION

Guanilato
ciclasa

Figura 2. Esquema de la via de formacion de NO y relajacion vascular a través
del GMPc. AC: Acetilcolina; M: receptor muscarinico; NOS: 6xido nitrico
sintasa L-NMMA, NSY-monometil-L-arginina; ADMA, NS NOS-dimetil-L-
arginina asimétrica GTP, guanosina 5-trifosfato; GMPe, guanosina

monofosfato ciclica; +, estimulo; -, inhibicion.
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ElI NO que difunde al lado luminal de la célula endotelial es
metabolizado a nitratos y nitritos. Estos circulan por la sangre y son excretados
por la orina. Dado que la vida media plasmatica del NO es corta (entre 0.5y
5 s) y los nitratos y nitritos son los metabolitos estables del NO, su
determinacién en sangre y orina constituye una medida indirecta de la sintesis
de NO in vivo. Los niveles plasmaticos de nitritos reflejan la actividad de la
NOS, mientras que los nitratos urinarios, la produccion sistémica de NO (27—
29).

Existen tres isoformas de la NOS: neuronal (nNOS o NOS-1),
inducible (iNOS o NOS-2) y endotelial (eNOS o NOS-3). LaeNOS y lanNOS
son enzimas calcio-calmodulina dependientes y la iNOS es calcio
independiente y es inducida por citoquinas y moléculas relacionadas con
patogenos (23,30). Aunque los tres subtipos pueden estar presentes en un
mismo organo, la regulacion epigenética de la expresion de los genes hace que
la eNOS sea la isoforma predominante en las células endoteliales y en el
control del tono vascular (23).

La eNOS, ademas de encontrarse en las células endoteliales, se
encuentra en los cardiomiocitos y en las plaquetas. Es importante para la
homeostasis cardiovascular, la remodelacion vascular y la angiogénesis. Su
localizacion en las caveolas favorece las altas concentraciones de NO en la
vecindad de las células sanguineas y el musculo liso vascular (23,24).

La nNOS ademas de expresarse en los nervios perivasculares también
se encuentra en el endotelio y el musculo liso vascular. La nNOS esté presente
tanto en el sistema nervioso central como periférico, donde el NO liberado
juega un papel fundamental como neurotransmisor y neuromodulador en la
regulacion de la plasticidad sinaptica, el ciclo suefio-vigilia y la secrecion
hormonal. El glutamato y los aminoacidos relacionados, como el N-metil-D-

aspartato (NMDA), estimulan la formaciéon de NO al aumentar la

10
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concentracion intracelular de calcio. Se ha descrito en diversas enfermedades
neurodegenerativas un aumento de la produccion de NO sintetizado a partir
de lanNOS (26,31,32).

La iINOS estd involucrada en la mayoria de los efectos
fisiopatoldgicos atribuidos al NO. En condiciones fisiologicas, la iNOS no se
expresa de forma constitutiva en los mamiferos, pero es inducida por
estimulos pro-inflamatorios como bacterias y/o citoquinas. La iNOS se une
fuertemente a la calmodulina de manera no covalente y es calcio
independiente. Una vez inducida, continiia sintetizando NO en grandes
cantidades por un tiempo prolongado. Ademas de vasodilatacion patologica,
la induccion de la iNOS puede tener efectos toxicos. En células del musculo
liso vascular, inhibe la respiracion celular en los macréfagos que puede llevar
a la disfuncion y muerte celular (26,30-32). También se ha descrito que la
sobreexpresion de iNOS en situaciones en las que hay déficit de eNOS puede
constituir un mecanismo adaptativo para restaurar los beneficios atribuibles a
la eNOS (33).

La actividad de la NOS puede ser inhibida por andlogos de la
L-arginina. Estos pueden ser exdgenos, como el NS-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), o enddgenos, como el NYmonometil-L-arginina
(L-NMMA) y el N6,NS-dimetil-L-arginina (ADMA) (Figura 2). El ADMA es
un potente inhibidor de la NOS que es producido en varios tejidos (26,31).
Estas sustancias disminuyen los niveles basales de GMPc y producen
contraccion arterial y disminucion del flujo sanguineo in vitro (31).

Los dadores de NO son una clase de farmacos heterogéneos que
ejercen sus acciones independientemente de la NOS, mediante la liberacion
de NO y activacion de la guanilato ciclasa (Figura 2). Los nitrosotioles, como
el nitroprusiato sodico (NP), y las nitrosaminas liberan NO espontaneamente

(30). Estos farmacos son cruciales en el tratamiento de enfermedades

11
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cardiovasculares asociadas con un déficit en la via endégena de produccion
de NO ya que restauran la vasodilatacion y suprimen la tendencia a la
agregacion plaquetaria que se observa en situaciones que cursan con

disfuncion endotelial (30).

2.1.1.1. Sistema DDAH - ADMA - NOS

El ADMA y el L-NMMA son sustancias endogenas analogas a la
L-arginina que compiten con ella por el sitio de unién a la NOS para inhibir
la enzima y bloquear la sintesis de NO (34). Se sintetizan a partir de la
metilacion y proteodlisis de las argininas estructurales proteicas por las enzimas
proteina-arginina-metiltransferasas (PRMTs) (35,36) y en condiciones
normales, actian como un sistema de retroalimentacion negativa (23).

Las dimetilarginina dimetilaminohidrolasas (DDAHs) son las
enzimas encargadas de hidrolizar el ADMA a L-citrulina y de este modo
regulan la actividad de la NOS y por consiguiente la producciéon de NO
(35,36). Existen dos isoformas, la DDAH-1, que es la predominante en el
tubulo proximal del rifiéon y en el higado, y la DDAH-2, que predomina a nivel
vascular (35,36).

En situaciones de estrés oxidativo aumenta la actividad de las PRMTs
(35) y en algunas enfermedades cronicas disminuye la actividad de las
DDAHSs (35), lo que se traduciria en un aumento de los niveles de ADMA y
por lo tanto, en una disminucion de la produccioén de NO. Asi pues, el ADMA
es un predictor independiente de mortalidad cardiovascular y niveles elevados
de ADMA pueden contribuir a la aparicion de complicaciones

cardiovasculares.

12
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2.1.2. Prostanoides

El acido araquidonico (AA) es un acido graso que produce diferentes
sustancias denominadas eicosanoides que son capaces de modular el tono
vascular, la actividad plaquetaria y la respuesta inflamatoria, tanto en
condiciones fisiologicas como patologicas (37,38).

El primer paso en la sintesis de los eicosanoides consiste en la
liberacion de AA a partir de los fosfolipidos de membrana, reaccion que es
catalizada por las fosfolipasas, principalmente la fosfolipasa A, (PLA2) y en
menor medida la fosfolipasa C (23). En las células endoteliales, la activacion
de la PLA; es un mecanismo calcio-dependiente (25,26). Una vez liberado, el
AA puede ser metabolizado por diferentes sistemas enzimaticos y no
enzimaticos, en funciéon del tipo celular y estado fisiologico y/o patologico
(Figura 3). Estas vias incluyen la de la COX, que conduce a la sintesis de
prostaglandinas (PGs) y tromboxanos; la de la lipoxigenasa (LOX), que
conlleva a la sintesis de leucotrienos, acidos 5-hidroxieicosatetraenoicos
(HETES) y lipoxinas, y la del citocromo P450, que produce epoxidos, HETEs
y diHETEs; o ser transformados en isoprostanos por via no enzimatica
(23,37).

La via mas importante es la de la ciclooxigenasa, o PG G/H sintasa
(Figura 3), que tiene una doble funcion. Primero convierte el AA en PGG;
mediante oxidacion y ésta en PGH, (o endoperdxido) por peroxidacion. La
actividad de la COX puede ser inhibida por la indometacina, que es un

inhibidor no selectivo de la COX-1y 2 (30).
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Fosfolipidos de membrana
PLA,/ PLC

Acido Araquiddnico

P450 COX/«—=—Indometacina \LOX
Epoxidos PGG,->PGH, LTA/LTB Isoprostanos
HETEs l Sintasas HETEs
diHETEs PGI2, LPA/LPB
TXA,
PGD,
PGE,
PGF,,

Figura 3. Sintesis de prostanoides.

PLA,: Fosfolipasa A,, PLC: Fosfolipasa C, P450: citocromo P450,
HETEs: acidos  5-hidroxieicosatetraenoicos, diHETEs: acidos
5-dihidroxieicosatetraenoicos, COX: ciclooxigenasa, PGG;: prostaglandina
G,, PGH;: prostaglandina H, o endoperdxido, PGI,: prostaciclina, TXA;:
tromboxano A», PGD;: prostaglandina D>, PGE,: prostaglandina E,, PGF2q:
prostaglandina F,, LOX: lipooxigenasa, LTA/LTB: leucotrienos A y B,
LPA/LPB: lipoxinas Ay B.

Hay tres isoformas de COX. La COX-1 es una proteina integral de
membrana que se encuentra en las membranas microsomales. Es estable y se
expresa constitutivamente en los adultos. Su expresion endotelial puede
aumentar en situaciones de shear stress. La COX-2 también se expresa
constitutivamente en varios tejidos, como el endotelio y en menor medida el
musculo liso vascular y también es estimulada por el shear stress. Es inducida
en situaciones de estrés oxidativo o estados inflamatorios y se expresa

predominantemente en las células endoteliales que presentan lesiones
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vasculares en los territorios carotideo, adrtico o coronario, siendo una enzima
clave en la produccion de PGl en situaciones de injuria vascular (26,37-39).
La COX-3 es una variante de la COX-1 que se expresa en la corteza cerebral
y el corazén. Tiene la particularidad de ser inhibida por el acetaminofeno.

La PGH; es rapidamente convertida en las diferentes prostaglandinas
mediante sintasas especificas (Figura 3) dando lugar a efectos vasodilatadores
y vasoconstrictores (23), dependiendo del receptor prostanoide (P) con el que
interactla. Los productos vasodilatadores derivados de la via de la COX son
la PGI, la prostaglandina E, (PGE,), y la prostaglandina D, (PGD») y los
vasoconstrictores la prostaglandina Fa, (PG Fa) y el TXAz y la misma PGI;
en altas concentraciones (23).

Desde el punto de vista de la regulacién cardiovascular, la PGl, y el
TXAz son los dos prostanoides méas importantes. La PGIl, se sintetiza
predominantemente en las células endoteliales y su principal efecto es la
inhibicion plaquetaria y la vasodilatacion dependiente del endotelio. También
es un potente agente antiproliferativo del musculo liso vascular, reduce el
estrés oxidativo y previene la adhesion celular a la pared vascular. La
activacion de los receptores de PGI; (IP) estimula la adenilato ciclasa y
aumenta la produccién de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) la cual
disminuye el calcio intracelular y relaja el musculo liso vascular (17,23,26).
Por otra parte, la activacion del receptor IP también puede activar
directamente canales de K* (23,25,26).

El TXA; se sintetiza a partir de la PGH, por la tromboxano sintasa,
gue se expresa en el masculo liso vascular y en menor medida, en las células
endoteliales (23). Produce activacion plaquetaria, vasoconstriccion y
proliferacion del musculo liso vascular, efectos que estdn asociados a la
activacion de receptores TP. Puesto que la PGl actia como un agonista débil

de los receptores TP, concentraciones elevadas de prostaciclina también
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pueden producir despolarizacion del muasculo liso vascular con la consiguiente

contraccion (40).

2.1.3. Factor hiperpolarizante derivado del endotelio

La hipétesis de la existencia de un tercer mecanismo de vasodilatacion
dependiente del endotelio se basa en la observacion de que, pese a la
inhibicion conjunta de las vias de la NOS y la COX, hay una vasodilatacion
remanente en la mayoria de los lechos vasculares. Dado que la
hiperpolarizacion de las células del musculo liso vascular es un requisito para
esta relajacion se denomind factor hiperpolarizante derivado del endotelio
(EDHF) (41), o hiperpolarizacion dependiente de endotelio (EDH), debido a
que actualmente se sabe que no es necesario un factor para mediar dicha
respuesta (42).

Béasicamente, la vasodilatacion inducida por el EDHF implica la
hiperpolarizacion de la célula endotelial en respuesta al shear stress o a
diferentes agonistas que aumentan la concentracion intracelular de Ca?* y la
apertura de los canales de K* de baja e intermedia conductancia en la célula
endotelial con la consiguiente salida de iones K* al espacio intersticial. La
hiperpolarizacion de la célula endotelial es un requisito para la
hiperpolarizacion de musculo liso vascular. El aumento de K* en el espacio
intersticial produce la entrada de K* a la célula muscular mediante diversos
mecanismos: a través de uniones mioendoteliales tipo gap, por activacion de
la bomba Na*-K*-ATPasa y/o la activacién de canales de K* rectificadores de
entrada rapidos (Kir) induciendo hiperpolarizacion del musculo liso (41)
(Figura 4a). Se ha propuesto un segundo mecanismo que no requiere la
hiperpolarizacion de la célula endotelial. En este caso, la hiperpolarizacién del
miocito se debe a la apertura de las diferentes poblaciones de canales de K*,

principalmente los de alta conductancia y/o Kare, que son sensibles al bloqueo

16



Introduccion

con iberiotoxina y glibenclamida respectivamente (43-46) (Figura 4b). Entre
los candidatos que parecen actuar mediante este mecanismo se encuentran los
propios iones K*, las corrientes idnicas, el AMPc, el citocromo P450, el
peréxido de hidrégeno (H203), el monoéxido de carbono (CO), el péptido atrial
natriurético, los metabolitos derivados del acido araquidoénico, los radicales
libres (ROS) como el H>Oz o el mismo NO dada su habilidad para
hiperpolarizar el musculo liso en algunos lechos vasculares (para revision, ver
(14,41,44,47,48).

Sea cual sea el mecanismo, la hiperpolarizacion del musculo liso
vascular produce vasodilatacion principalmente disminuyendo la entrada de
Ca?* al musculo liso por el cierre de los canales de calcio voltaje-dependiente

presentes en el musculo liso vascular (26,41,43,44,47,48).
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Shear stress
a) aguistas b)
Célula R
endotelial
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Miocito Hiperpolarizacion

Figura 4. Hipotesis de mecanismos vasodilatadores mediados por EDHF.

a) Mecanismo clasico: liberacion de K* desde las células endoteliales hacia el
musculo liso vascular a través de uniones mioendoteliales tipo gap (GAP), la
activacion de la bomba Na*-K*-ATPasa (ATPasa) y/o a activacion de los
canales de K* rectificadores de entrada rapidos (Kir)

b) Difusion de sustancias desde el endotelio hacia el miocito. Ca?* ion calcio,
K*: ion potasio, Na*: ion sodio, GAP: uniones gap mioendoteliales, , SKca:
canales de potasio activados por calcio de baja conductancia, IKCa: canales
de potasio activados por calcio de conductancia intermedia, BKca: canales de
potasio activados por calcio de alta conductancia, NOS: 6xido nitrico sintasa,
P450: citocromo P450, COX: ciclooxigenasa, H,O-: perdxido de hidrogeno,
PGl,: prostaciclina, Karp: canales de potasio sensibles a ATP, Ky: canales
de potasio voltaje dependientes, Kir: canales rectificadores de potasio,
EETs: epoxiacidos, HETEs: &cidos 5-hidroxieicosatetraenoicos, LOX:

lipooxigenasa, TEA: tetraetilamonio.
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Aunque la vasodilatacion por EDHF ha sido descrita tanto en arterias
de resistencia como de conduccion, su contribucidbn parece ser mas
prominente en las arterias pequefias y disminuye inversamente al tamario del
vaso. Esto podria estar relacionado con la disminucion de la capa celular y el
mayor numero de uniones mioendoteliales del tipo gap, que, junto con la
disminucion del tamafio del vaso, refuerzan la comunicacion eléctrica entre
las células endoteliales y el musculo liso vascular (41,47).

Los mecanismos de dilatacion mediados por EDHF varian entre las
especies, lechos vasculares, y posiblemente entre estimulos dentro del mismo
vaso (26,43,44,48). Puesto que el NO ejerce un tono inhibitorio sobre los
mecanismos del EDHF, sus efectos se manifestardn principalmente en
presencia de inhibidores de la NOS. En este sentido, se ha observado un
aumento compensador de la liberacién de EDHF cuando la biodisponibilidad
de NO esta reducida, como en la hipertension, la diabetes o la insuficiencia
renal, contribuyendo al mantenimiento de la dilatacion dependiente de

endotelio (41,47).

2.1.3.1. Canales de potasio

Los canales de potasio son los mas abundantes y heterogéneos dentro
de los canales idnicos. Su funcién es permitir el paso de los iones potasio a
través de la membrana plasmatica. Establecen el potencial de reposo de la
membrana, regulan el volumen celular, y desempefian un papel importante en
varios eventos de sefializacién celular, como la regulacion del tono del
musculo liso vascular y el flujo sanguineo. Se clasifican en cuatro grupos:
voltaje dependientes (Kv), activados por calcio (Kca), de dos poros (K2P) y
los canales rectificadores Kir (23).

Los canales Ky y K2P se expresan tanto en el muasculo liso vascular

como en las células endoteliales de diferentes lechos. Los Ky participan en el
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control del potencial de la membrana celular y en el tono del masculo liso
vascular. Se activan por despolarizacion en respuesta al estimulo fisico o
mediado por agonista (23). Los canales K2P intervienen en el establecimiento
del potencial de membrana y en la regulacion de excitabilidad celular.
Ademas, se ha descrito su participacion en la regulacion del tono vascular
miogénico (23). Los canales Kir se caracterizan por conducir la corriente de
potasio méas rapidamente hacia adentro que hacia afuera de la célula en un
amplio rango de potenciales. Se activan por el aumento de la concentracion
extracelular de K* produciendo hiperpolarizacion y relajacion del musculo
liso vascular. Por ultimo, los canales de potasio activados por calcio
desempefian un papel importante en el control del tono miogénico sobre todo
en arterias pequefias (49). Su inhibicion causa despolarizacion y
vasoconstriccion (23,45,50). Se clasifican en alta (BKca), intermedia (IKca) y
baja (SKca) conductancia (23) segun su respuesta a bloqueantes especificos
como apamina (SKca), TRAM-34 (IKc,) 0 inespecificos como charibdotoxina
(BKca, IKca, ¥ los Kyv). Aunque estén distribuidos en la mayoria de lechos
vasculares, los canales BKc, se expresan mayoritariamente en las células del
musculo liso vascular mientras que los IKca y SKca 10 hacen en las células
endoteliales (23,50).

Los BKca regulan la entrada de calcio a la célula y la excitabilidad
celular. Su contribucién al mantenimiento del potencial de membrana en
reposo es modesta por lo que su participacion se considera como un
mecanismo de retroalimentacién negativa al aumento de la concentracion
intracelular de calcio en respuesta a estimulos humorales como la
noradrenalina, o fisicos como el aumento de la presion intravascular (23,44).

Los canales IKcay SKca son esenciales en la mediacion de la respuesta
al EDHF. La activacion de los canales SKca hiperpolariza el masculo liso por

acoplamiento eléctrico a través de las uniones gap mioendoteliales y de los
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canales Kir (45), mientras que en los 1K¢, la salida de potasio puede activar
los canales Kir2.1 y/o la bomba Na*/K*-ATPasa (44).

Los Kca aumentan su expresién en situaciones de disfuncion
endotelial como la diabetes o la hipertension, actuando posiblemente como

mecanismo compensatorio en la aterosclerosis (44,45,48,51,52).

2.2.  Factores contractiles dependientes del endotelio

El endotelio vascular no solo es capaz de producir la liberacién de
sustancias relajantes sino que también produce sustancias contractiles. El
balance neto entre ambos sera el responsable del tono vascular. El endotelio
es capaz de liberar TXA,, ET-1 y radicales libres (Figura 1). EI mecanismo
determinante para la liberacién de estos factores contractiles es el aumento de
la concentracion de calcio intracelular (39,53).

Los principales factores contractiles derivados del endotelio actian a
través de la activacién de la COX mediante activacion de receptores TP. El
principal agonista de los receptores TP es el TXA, que se sintetiza a partir de
la PGH: por la tromboxano sintasa expresada en el musculo liso vascular y en
las células endoteliales. La activacion de receptores TP produce
vasoconstriccién, agregacién plaquetaria y proliferacion del muasculo liso
vascular. Ademas, favorece la respuesta inflamatoria e inhibe la produccidn
de NO, contribuyendo con ello al desarrollo de la aterosclerosis (23). Otros
agonistas son: las altas concentraciones de PG, los endoperoéxidos, la PGE;,
los HETE, las especies reactivas de oxigeno y los isoprostanos (23,39,40).

La endotelina es un péptido liberado por las células endoteliales en
respuesta a diversos estimulos (54). La isoforma més importante es la ET-1
gue se sintetiza a partir de preproendotelina que se transforma en
proendotelina (big-ET-1) y ésta, a través de la enzima convertidora de

endotelina, en ET-1. En el endotelio y musculo liso vascular se expresan dos
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receptores para la ET-1: el ETa y el ETg. La ET-1 se une preferentemente a
los receptores ETa produciendo vasoconstriccion. La activacion de ETg, de
localizacion predominantemente endotelial, puede causar vasodilatacion
mediante la liberacion de NO y la PGI; contribuyendo a contrarrestar los

efectos contréactiles de los receptores ETa en el musculo liso vascular (2,4).

Las contracciones dependientes del endotelio estdn exacerbadas en
situaciones de disfuncion endotelial como la hipertension, la diabetes o la
obesidad (23,40). Ademas, con el envejecimiento, el aumento del estrés
oxidativo produce un aumento de la expresion de las isoformas de la COX,
entre ellas la expresion del gen de la prostaciclina sintasa, motivo por el que

en esta poblacidn, la PGI, no provoca relajacion sino contraccion (39,40,53).

2.3.  Ejercicio fisico y funcion endotelial

El endotelio esta constantemente expuesto a fuerzas hemodinamicas
de direccion y magnitud variable dependientes de la anatomia vascular y de
las fuerzas de friccion del flujo sanguineo. Los episodios repetidos de shear
stress, definido como la tension tangencial ejercida sobre el endotelio como
resultado del aumento del flujo sanguineo (7), constituye la sefal fisiologica
primaria para las adaptaciones endoteliales inducidas por el ejercicio en
cuanto a la liberacion de NO (14), 1a remodelacion vascular y la formacion de
vasos sanguineos (7,11,55). El hecho de que estos mecanismos no solo se
produzcan en los lechos vasculares expuestos al flujo sanguineo elevado, sino
también en los vasos inactivos, indica que probablemente se deba a una
regulacion al alza de los genes de expresion de la eNOS en las células
endoteliales (2,11,55,56).

Durante el ejercicio fisico se producen una serie de adaptaciones tanto

en la estructura vascular como en los mecanismos de regulacién del tono
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vascular. El entrenamiento a corto plazo produce un aumento en el shear
stress, que induce un aumento de la expresion de la eNOS y otras proteinas
que contribuyen a la dilatacion dependiente de endotelio mediante la
produccién de NO, principalmente en las arterias que irrigan los territorios
activos (57). Sin embargo, a largo plazo, el entrenamiento no parece que
modifique la funcion endotelial (57). En este caso se produce una
remodelacion vascular, formacion de nuevos vasos y aumento del didmetro de
los vasos existentes. Estos efectos parece que estén inducidos por la eNOS y
el factor de crecimiento endotelial (VEGF) entre otros factores (57). Estas
adaptaciones estructurales hacen que el shear stress, la expresion de la eNOS
y la dilatacion dependiente del endotelio vuelva a niveles basales (2,58) y
como consecuencia no se aprecian los efectos observados a corto plazo.

En general, el gjercicio fisico y el entrenamiento mejoran la funcion
endotelial, dependiendo del lecho vascular, la especie y la duracion del
entrenamiento, tanto en vasos de conduccion como de resistencia (58—62).

En este sentido, ocho semanas de entrenamiento en conejos aumentan
la respuesta vasodilatadora a la acetilcolina en aorta y arteria pulmonar, pero
no en cardtida (63) mientras que 4 semanas de entrenamiento en ratas mejoran
la vasodilatacién en arteriolas del musculo esquelético, aorta (60,64) y
carétida (65) pero no en arteriolas del lecho mesentérico (66). Esta mejoria
con el ejercicio parece que esta mediada por el NO (60,62,64,68,69). En
cerdos, el entrenamiento durante 13-20 semanas no modifica la vasodilatacion
dependiente de endotelio en las arterias femoral, braquial, mesenteérica, renal,
hepética (61), pulmonar (70) o coronaria (71). Sin embargo, 1 semana de
entrenamiento aumenta la vasodilatacion dependiente de endotelio en la
arteria braquial (69) y coronaria (72).

En vasos de resistencia, el entrenamiento a corto plazo aumenta la

relajacion dependiente de endotelio en las arterias musculares de la rata
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(67,73) por un mecanismo dependiente de NO y PGI; (73). A largo plazo los
efectos son variables. Por ejemplo, en la rata, 12 semanas de entrenamiento
no modifican la vasodilatacion dependiente de endotelio en las arterias que
irrigan el masculo s6leo (74) mientras que 16 semanas de entrenamiento
aumentaron la vasodilatacion a la acetilcolina en arteriolas del muasculo espino
trapecio (75). En las arterias coronarias de resistencia en cerdos, 1 semana de
entrenamiento no modifica la vasodilatacion dependiente de endotelio
(72,76).

Respecto a como el ejercicio afecta la funcidon vasoconstrictora
dependiente del endotelio, algunos estudios en animales evidencian una
disminucion de los niveles plasméticos de ET-1 y la AT-1l con el

entrenamiento (2,6,77).

En conjunto, esta disparidad en los resultados refuerza la idea de que
los efectos del entrenamiento sobre la funcion vascular, ademas de ser
heterogéneos, dependen en gran medida de la especie utilizada, del lecho
estudiado y de la duracion del entrenamiento.

Por otra parte, también dependen de la modalidad e intensidad del
gjercicio. Mientras que el ejercicio que involucra pequefios grupos musculares
produce efectos locales (2,78), el entrenamiento que involucra grandes grupos
musculares ejerce efectos sistémicos que afecta a la funcion endotelial global.
Cuando el ejercicio es de intensidad moderada, la produccion de radicales
libres induce la expresion de enzimas antioxidantes (79,80) y por consiguiente
ejerce efectos beneficiosos al aumentar la biodisponibilidad del NO. Sin
embargo, cuando la produccion es excesiva, como ocurre en el ejercicio
intenso, el aumento del estrés oxidativo se puede traducir en dafio celular

(79,80).
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El entrenamiento ha demostrado prevenir o mejorar la disfuncién
endotelial presente en situaciones como la edad avanzada, la hipertension, la
diabetes, la cardiopatia o la hipercolesterolemia. La mayoria de los estudios
sugieren que los beneficios no solo se limitan al endotelio, sino también a la

funcion del masculo liso (2,77).

3. Sistema simpatico

El sistema simpatico constituye el principal regulador de la funcién
cardiaca y vascular a través de la activacion de los receptores f y o
adrenérgicos respectivamente. La noradrenalina, neurotransmisor liberado por
las terminaciones simpaticas postganglionares y la adrenalina, hormona
liberada por las células cromafines de la médula adrenal, producen sus efectos
por activacion de tres tipos de receptores o1 ,02 y  (81-83).

La respuesta vascular difiere de un vaso a otro dependiendo de la
poblacién de receptores que presente (81). La noradrenalina contrae el
musculo liso en la mayoria de las arterias por activacion de receptores o
postsindpticos (82) en diversas especies animales (84-86) y en arterias
humanas (87). Sin embargo, en las pequefias arterias y arteriolas, como en las
arterias cutaneas, y en el sistema venoso de la mayoria de las especies, como
en la vena safena de perro o humana, los receptores o, también contribuyen a
la vasoconstriccion (82,87,88).

También la distribucion de los receptores puede ser distinta en un
mismo vaso. Asi, mientras que en el sistema arterial, los receptores o>
aumentan distalmente respecto a los a1, este patron no se observa en la
circulacion cerebral (89) donde la participacion de los receptores o se hace
menos importante a medida que disminuye el tamafio de las arterias y el

control simpético disminuye con el diametro del vaso (90,91). En la
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circulacion coronaria, los grandes vasos presentan receptores a y 3, mientras
gue los vasos pequefios poseen solo receptores 1 (82,92).

Los receptores a se localizan tanto a nivel presinaptico como en el
endotelio y masculo liso vascular. A nivel presinaptico, su activacion aumenta
la recaptacion de noradrenalina disminuyendo la vasoconstriccion (82). La
estimulacion de los receptores endoteliales a, causa liberacion de NO
induciendo una simpatic6lisis funcional (82,93) modulando la respuesta
vasoconstrictora simpatica. A nivel del masculo liso, su activacion produce
una respuesta vasoconstrictora transitoria, seguida de una activacion de los
receptores a2 en el tronco cerebral que produce una disminucion del tono
simpatico resultando en una disminucion de la tensién arterial y de la
frecuencia cardiaca (82).

Aunque los receptores B regulan principalmente las acciones
cardiacas, también tienen acciones sobre el sistema vascular, principalmente
através de los receptores B2 (94). Su activacion produce relajacion del musculo
liso vascular, controlando la resistencia vascular periférica y en consecuencia

la distribucion del flujo sanguineo (82,83).

En resumen, la vasoconstriccién adrenérgica resulta del balance entre
el efecto vasoconstrictor directo sobre el mdsculo liso vascular y la accién
vasodilatadora indirecta causada por la activacion de los receptores
endoteliales o2 y P adrenérgicos mediante la liberacion de NO. Estudios
experimentales in vivo e in vitro sugieren una interrelacion entre las vias de
NO vy los receptores adrenérgicos en la funcion endotelial y en el control
simpético del tono vascular (95). La disminucién de la biodisponibilidad de
NO, mecanismo conocido como disfuncion endotelial, cambia este equilibrio

hacia un aumento de la respuesta adrenérgica, que se ha implicado en
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numerosas situaciones patoldgicas como la hipertensién, la obesidad, la

diabetes, o la insuficiencia cardiaca (53).

3.1.  Efectos del ejercicio sobre la respuesta simpatica

En general se considera que el ejercicio fisico mejora la condicién del
individuo por sus acciones inotrdpicas, cronotropicas y vasculares (96,97). Sin
embargo, hay pocos estudios que analicen los efectos del entrenamiento,
considerado como actividad fisica regular programada, sobre la respuesta
simpética a nivel vascular en general y endotelial en particular. En este
sentido, diversos estudios demuestran que el entrenamiento disminuye la
actividad simpaética y/o aumenta el tono parasimpético, tanto en animales
como en humanos. Estos efectos se atribuyen a cambios en los receptores
adrenérgicos y muscarinicos (55,98). La disminucion de la vasoconstriccion
inducida por el entrenamiento crénico se atribuye a una reduccién de la
descarga simpaética y a una respuesta disminuida a la noradrenalina (13,99).
Ademaés, durante el ejercicio fisico, la activacion de los receptores 3
contribuye al aumento del flujo sanguineo al musculo esquelético (82). Otra
posibilidad es que el ejercicio fisico modifique los niveles de noradrenalina
circulantes. En este sentido los resultados no son concluyentes y se ha descrito
que el ejercicio fisico aumenta o no modifica (2,55,77,100) los niveles de
noradrenalina. La discrepancia en los resultados puede atribuirse a diferencias

metodoldgicas.
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Hipotesis

El entrenamiento fisico ha demostrado revertir la disfuncion
endotelial presente en pacientes con hipertension arterial (101), diabetes
mellitus (102), y en ancianos (103). Estos efectos beneficiosos parecen estar
relacionados con la vasodilatacién dependiente de endotelio mediada por
Oxido nitrico. En sujetos sanos no esta claro que la funcion endotelial mejore
con el entrenamiento. Si bien la mayoria de los estudios no encuentran
cambios, algunos refieren una mejoria principalmente mediada por NO.

En base a estos antecedentes, la hipdtesis del presente trabajo es que
el entrenamiento fisico podria mejorar la funcion endotelial en arterias que
irrigan diferentes lechos vasculares por aumentar la produccion de factores
relajantes derivados del endotelio. Ademas, el ejercicio disminuiria la
respuesta simpatica, permitiendo el mantenimiento del tono arterial y un
adecuado flujo sanguineo. En conjunto, estos efectos protegerian ante las
enfermedades que cursan con disfuncion endotelial.

Asimismo, el entrenamiento fisico podria disminuir los niveles
plasmaticos de ADMA, un inhibidor endégeno de la 6xido nitrico sintasa,
cuyos niveles se han relacionado con un aumento en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, por lo que si el entrenamiento disminuye los
niveles de ADMA sin alterar los de L-arginina, el resultado seria un aumento
de los niveles plasmaticos de NO, que contribuiria a mantener una funcion

endotelial y tono vascular adecuados.
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Objetivos

1. Objetivo general

Estudiar el efecto del entrenamiento fisico sobre la respuesta vascular
y la funcién endotelial con especial hincapié en la participacién de los factores

relajantes derivados del endotelio.

2. Objetivos concretos

1. Caracterizar la respuesta relajante al nitroprusiato sédico en
segmentos de arteria carotida, renal y femoral.

2. Caracterizar la respuesta relajante a la acetilcolina en
segmentos de arteria cardtida, renal y femoral de conejos entrenados y no
entrenados, en ausencia y en presencia de inhibidores de los factores
endoteliales (NO, prostaciclinay EDHF).

3. Caracterizar la respuesta contractil al KCI, a la ET-1, a la
noradrenalina y al estimulo eléctrico en segmentos de arteria carétida, renal y
femoral de conejos entrenados y no entrenados.

4. Determinar los niveles plasmaticos de L-arginina, nitratos y

nitritos (NOx), y ADMA en conejos entrenados y no entrenados.
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Material y métodos

1. Grupos de estudio y protocolo de entrenamiento

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado muestras de conejos
macho, raza White New Zealand (Oryctolagus cuniculus) con un peso medio
inicial de 2000 + 110 g y un peso medio final de 3500 + 350 g estabulados en
la Unidad Central de Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valencia. La fase experimental se ha realizado durante el
periodo comprendido entre 2009 y 2014 sobre un total de 97 animales. Los
animales fueron divididos en dos grupos, uno no entrenado y otro sometido a
un protocolo de entrenamiento fisico (104). Todos los animales fueron
estabulados en jaulas individuales y alimentados ad libitum con pienso y agua.

Antes de iniciar el protocolo de entrenamiento, los animales pasaron
una fase de familiarizacion con la cinta rodante (Tapiz rodante LE8700,
Panlab S.L.) adaptada para conejos, durante 4 dias (Figura 5). El grupo de
conejos entrenados fue sometido a una sesion de entrenamiento diaria, 5 dias
a la semana durante un total de 6 semanas. Cada sesion de entrenamiento se
divide en seis periodos de carrera continua durante 4 minutos con 1 minuto de
descanso entre ellos, a una velocidad de 0.33 m/s (20 m/min). Los animales
fueron supervisados durante todo el entrenamiento y los conejos que no
corrieron adecuadamente durante cinco sesiones consecutivas se excluyeron

del estudio.
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Figura 5. Sesion de entrenamiento.

Conejo corriendo sobre el tapiz rodante.

El grupo de conejos no entrenados (no entrenado) permanecio
estabulado en jaulas individuales durante las seis semanas que dur el
protocolo. Una vez finalizado el entrenamiento, los animales fueron
sacrificados entre las 72 y 96 h siguientes para la obtencion de las muestras.

Todos los experimentos se han realizado cumpliendo las normas
éticas establecidas por la Comunidad Europea (Directiva 2010/63/EU).
Ademas, el estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universitat de

Valéncia.

2. Extraccion de las muestras

Previo al sacrificio, a cada conejo se le extrajo sangre de la vena
marginal de la oreja, que se recolectdé en tubos con EDTA para la
determinacion plasmatica de NOx, de L-arginina y de ADMA. Las muestras

se centrifugaron durante 10 minutos a 2000 rpm y el plasma se almaceno a
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-20°C hasta su utilizacion para las determinaciones bioquimicas.

Por laparotomia abdominal se extrajeron las arterias renales y tras
seccion de los ligamentos inguinales, las arterias femorales (Figuras 7 y 8). El
abordaje para la extraccion de las carotidas se realiz6 por seccion longitudinal
en la zona media del cuello y separacion de los musculos paratraqueales
(Figura 6). Todas las muestras se procesaron en bafio de 6rganos para el
estudio de la reactividad vascular. Ademas, se procedio a la diseccion del
musculo s6leo para la medicion de la actividad de la enzima citrato sintasa

(CS) que se conservé en nitrogeno liquido a -70°C hasta su utilizacion.

Figura 6. Reseccidn de la arteria carétida comun derecha.
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Figura 8. Reseccidn de arteria femoral derecha.
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3. Determinacion de la actividad de la enzima citrato sintasa

La actividad de la citrato sintasa como marcador de la actividad
mitocondrial relacionada con la eficiencia del entrenamiento (105), se ha
determinado segun el método descrito por Srere (106).

La citrato sintasa forma citrato a partir del oxaloacetato y de
AcetilCoA. ElI CoA reducido (CoA-SH) reacciona con el 5,5-Ditiobis
(2-Acido nitrobenzoico) (DTNB) para formar el &cido 5-tio-2-nitro-benzoico

(TNB), que absorbe especificamente a 412 nm.

Procedimiento experimental

Se homogeneiz6 la muestra de séleo (20 mg) en 1 ml de tampén de
extraccion. Después se dejo en hielo 40 min, se centrifugd a 1500G, 4°C
durante 13 minutos, se recogié el sobrenadante y se guard6 una alicuota para
medir proteinas (107). Se ajusto la concentracion de proteinas de la muestra a
2 Mg/l por pocillo y se afiadié la solucion que contiene el AcetilCoA,
esperando 2 min hasta que el valor de absorbancia se estabiliz6 y se procedio
a la medicidn. Este valor constituyo el blanco. Se afiadié &cido oxalacético y
se resuspendio. Se apuntd cada 20 s durante 3 minutos el valor de absorbancia.
La evolucidn fue lineal. La actividad de la CS se expres6 en umol de producto

formado/min/g proteina.
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4, Estudio de la reactividad vascular

4.1.  Preparacion de las muestras para el baiio de 6rganos
Las arterias se limpiaron en una placa Petri (Figura 9), y se cortaron
en segmentos de 3 mm de longitud. Seguidamente se montaron en un sistema

para el registro de tension isométrica, calibrado a 1 g de tension basal (Figura
10).

Figura 9. Segmentos de arteria caro6tida, renal y femoral

para el montaje en bafio de 6rganos.

La preparacion experimental consiste en introducir dos alambres
rigidos (1,5mm de diametro) de acero inoxidable a través de la luz del anillo
vascular. Uno de los alambres esta unido a un soporte que a su vez se fija a la
pared del bafio de organos; el otro alambre, que es movil y se desplaza
paralelamente al anterior, se conecta a un transductor de fuerza (FT03 Grass
Instruments). Cada segmento vascular con los alambres introducidos en su
luz, se coloca en un bafio de 6rganos (Figura 10) que contiene 4 ml de solucion

fisiologica (solucion de Krebs) cuya composicion es la siguiente (en mM):
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NaCl 115; KC1 4,6; MgCl,-6H,0 1,2; CaCl, 2,5; NaHCOs 25; glucosa 11,1 y
EDTA disodico 0,01. Esta solucion se equilibra con una mezcla gaseosa (95%
0, y 5% CO») que proporciona un pH entre 7,3 - 7,4. La temperatura de la
solucion se mantiene a 37 °C durante todo el experimento. Un tornillo
micrométrico unido al transductor isométrico (UF1 Pioden Controls Ltd)
permite aplicar al anillo vascular la tension pasiva adecuada separando los
alambres. Los cambios de tension isométrica se registraron en un ordenador
Macintosh utilizando un software Chart v7 y un sistema de adquisicion de
datos MacLab /8¢ (AD Instruments).

Una vez montadas, las arterias se dejaron estabilizar en el bafio de
organos durante 1 hora, renovandose la solucion de Krebs con lavados cada
15 minutos.

Como criterio de inclusion, se consideran validas todas las muestras
que poseen una respuesta relajante maxima a la acetilcolina de al menos un
70% y una respuesta contractil al KClI 60mM de por lo menos 1g.

El estimulo eléctrico fue aplicado mediante dos electrodos de platino,
situados a 5 mm uno del otro y entre los cuales se localiza el segmento arterial.
Los electrodos se conectaron a un estimulador Grass S88 (Grass Instruments,
Quincy, USA). La relacion entre la frecuencia aplicada y la respuesta obtenida
fue estudiada en un rango de frecuencias comprendido entre 1 y 8 Hz, con

estimulos de 15 V (voltaje supramaximo) de 0,2 ms de duracion, durante 30 s.
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Conversor
Analégico-Digital
MacLab/8e

Macintosh
Software Chart v 3.4/s

ESTIMULADOR
~—— TRANSDUCTOR

T
~— AGUA 37°C

ELECTRODOS ‘ l
DE PLATINO

SEGMENTO

95% O,
5% CO,

Figura 10. Esquema del bafio de 6rganos y preparacion experimental utilizada

para el registro de la tension isométrica.

4.2.  Determinacion de la tension pasiva optima

Antes de analizar la respuesta de los anillos arteriales a los diversos
estimulos, se procedio a determinar la tension basal dptima en un grupo de
experimentos preliminares en anillos de longitud y didmetro semejantes a los
experimentales. Para ello se registro la contraccion inducida por el cloruro
potasico (KCI) (60 mM) después de exponer los anillos arteriales a diversas
tensiones pasivas (0.5, 1 y 2 g). La tension pasiva a la que se obtuvo la mayor
respuesta contractil al KCl 60 mM se considerdé como la tension optima de
reposo. La tension pasiva optima para los segmentos de las tres arterias fue de
lg

4.3.  Obtencion de las curvas concentracion-respuesta

Se construyeron curvas concentracion-respuesta al nitroprusiato
sodico (NP), a la acetilcolina (Ach), a la endotelina (ET-1), al KCl y a la
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noradrenalina (NE) en los tres lechos vasculares y en los dos grupos de
estudio.

4.3.1. Nitroprusiato sodico

El nitroprusiato soédico es un dador directo de NO, que activa la
guanilato ciclasa produciendo vasodilatacion (30). Se estudié la respuesta
relajante al nitroprusiato sédico (10°-3x10M) en segmentos previamente
contraidos con noradrenalina (107 M) para comprobar si la capacidad
relajante del musculo liso vascular independiente de endotelio se modificaba

con el entrenamiento fisico.

4.3.2. Acetilcolina
Se estudi6 la respuesta relajante a la acetilcolina (10°-3x10° M) en

arterias previamente contraidas con noradrenalina (107 M) en las siguientes

condiciones:
o En ausencia de inhibidores (control)
o En presencia de superéxido dismutasa (SOD, 200 U/ml),

responsable de la catalizacion del anion superéxido (O2) en perdxido de
hidrogeno (H.0.) y O. (108). Se pretende valorar la produccion de estrés
oxidativo inducido por el ejercicio.

o En presencia de indometacina (10 M), inhibidor de la COX
para estudiar la posible implicacion de los prostanoides en esta respuesta.

o En presencia de indometacina (10° M) méas L-NAME
(104 M), inhibidor de la NOS, con el fin de comprobar la liberacion de NO
inducida por la Ach.

o En presencia de KCI (20 mM) para bloquear los canales de
potasio relacionados con el mecanismo de accion del EDHF.

. En presencia de indometacina (10° M), L-NAME (10* M)

mas charibdotoxina (107 M) y apamina (10 M), bloqueantes de los canales
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de K* activados por Ca** de intermedia y alta conductancia, y de baja
conductancia respectivamente, relacionados con el mecanismo de accién del
EDHF.

o En presencia de indometacina (10° M) mas L-NAME
(104 M) méas Ouabaina (102 M), un inhibidor de la bomba Na*-K*.

4.3.3. Cloruro potisico
Se realizaron curvas concentracion-respuesta al KCI (5-100 mM) en
ambos grupos de estudio para valorar si la capacidad de contraccion del

musculo liso vascular se modificaba con el entrenamiento fisico.

4.3.4. Endotelina-1
Para valorar si el entrenamiento fisico modifica la respuesta contractil
a la endotelina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la ET-1

(10-11-10" M) en ambos grupos de estudio

4.3.5. Noradrenalina
Se estudié la respuesta a la noradrenalina (10°-10* M) con el fin de
valorar si la respuesta vascular adrenérgica se alteraba con el entrenamiento

fisico.

Todas las curvas de los diferentes agonistas se realizaron en vasos
correspondientes a los tres lechos estudiados, utilizando segmentos arteriales
diferentes. Las curvas que se realizaron en presencia de los distintos
inhibidores se construyeron después de un periodo de incubaciéon de 20
minutos, a excepcién de las curvas incubadas con SOD que se incubaron

durante 45 minutos.
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4.4.  Obtencion de las curvas frecuencia-respuesta

Para estudiar la naturaleza de la respuesta contractil al estimulo
eléctrico, los segmentos arteriales se incubaron durante 20 minutos con
tetrodotoxina (106 M), un bloqueante de la conduccién nerviosa, guanetidina
(10 M), un bloqueante de la neurotransmision adrenérgica, o prazosin
(105 M), un antagonista de los receptores ai-adrenérgicos (24,109,110).
Como control, en otro grupo de segmentos se realiz6 una segunda secuencia
de estimulos en ausencia de los antagonistas.

Una vez comprobado el caracter neurdgeno de la respuesta, se estudié
la respuesta contréactil al estimulo eléctrico en segmentos de carétida, renal y
femoral procedentes de conejos no entrenados y entrenados. Las frecuencias
utilizadas fueron de 1, 2 y 4 Hz para la arteria carotida, 2, 4 y 8 Hz para la

renal y 4 y 8 Hz para la arteria femoral.

5. Determinacion de los niveles plasmaticos de 6xido nitrico

La determinacion del NOx en plasma, se realiza por colorimetria (kit
de R&D Systems®)(Figura 11) segin el método de Griess (111,112). Se basa
en la conversion enzimatica de nitrato a nitrito por la nitrato reductasa. Esta
reaccion es seguida por la deteccion colorimétrica de nitrito como un producto
de tinte azo de la reaccion de Griess (111). Como producto final se obtiene un
compuesto azoderivado que absorbe a 540-570 nm.

Procedimiento experimental

Las muestras de plasma se descongelaron, filtraron y diluyeron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los estandares de nitratos y
nitritos se diluyeron sucesivamente de mayor a menor concentracion con el
diluyente de reaccion para la obtencion de la recta patron. Todas las diluciones

se colocaron en los pocillos por duplicado y se calculé la media de la
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absorbancia de cada concentracion. Los resultados se expresan en M.

) Centrifugacion3300xi I

30 min

L

Plasma ultrafiltrade Sobrenadante

|

Valoracion espectrofotométrica — Reacciinde Girjess
(540-570 nm)

Figura 11. Esquema de la determinacion de NOx por colorimetria.

6. Determinacion de los niveles plasmaticos de L-arginina y

ADMA

Se realiz6 mediante la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) usando un equipo cromatografico Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) (Figura 12). La muestra en solucion se inyectd en
la fase movil. Los componentes de la solucion emigraron de acuerdo a las
interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna (fase
estacionaria). Estas interacciones quimicas determinan la separacion de los
contenidos en la muestra.

Las columnas usadas fueron ODS C18 (Scharlab), el flujo de la fase
movil fue de 1 ml/min y la absorbancia se midié a 200 nm. Los resultados se

expresan en pM.
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Procedimiento experimental

El procedimiento experimental sigue el método descrito por Bird
(113). Se utilizaron columnas de intercambio idénico Varian Bond Elut SCX
conectadas a un sistema de vacio para purificar las muestras de plasma. Se
pasaron las soluciones en el orden siguiente: metanol puro (2ml),
tricloracético 2% (4ml), muestra (1ml), tricloroacético 2% (2ml), tampdn
fosfato 0.1M a un pH de 8 (5ml) y metanol puro (2ml).

Se extrajo la columna y se anadieron 4 ml de mezcla recuperadora. Se
recogid el liquido en un tubo de vacio. Las muestras se desecaron a 60°C
durante 3-4 h. Después se resuspendieron en 120 pl de fase movil y se
inyectaron en el HPLC.

Se preparo la fase movil a partir de acido ortofosforico (0.025 M),
acido hexanosulfénico (0.01 M), acetonitrilo 1%, KOH (cantidad necesaria
para alcanzar un pH de 5) y agua bidestilada y se dejo estabilizar durante
1 hora a un flujo de 1 ml/minuto.

Se prepard una solucion madre de L-arginina (0.1M) y ADMA
(102M) y se hicieron diluciones 1:5, 1:10 y 1:20 con el fin de obtener los
cromatogramas correspondientes para establecer la recta patron. Luego se
inyectaron las muestras. De cada una se tomaron 50 pul y se dejaron pasar 40
minutos entre cada muestra. Cada 5 muestras se inyecté nuevamente un patron
(MIX). Al terminar el experimento, se lavo la columna con acetonitrilo al 70%

durante 1 hora.
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L-argimine:
{m RT =9.8 min
ADMA
RT =24 min

Viales / I |.5 | f ':I- "

con muestra Fase LR NN | O | SRCHPIOONY B WY OO pppemspPoPeeoen
maowil

Figura. 12. Determinacion de L-Arginina y ADMA por HPLC.

7. Farmacos y soluciones

Nitroprusiato sdédico, cloruro de acetilcolina, clorhidrato de
noradrenalina, NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), acetato de
NG-dimetil-L-arginina asimétrica (ADMA), SOD, clorhidrato de L-arginina,
indometacina, charibdotoxina, apamina, tetrodotoxina, guanetidina sulfato,
prazosin clorhidrato, endotelina-1, tricloroacético y acetil CoA. Todos ellos
distribuidos por Sigma. Cloruro potésico y acido oxalacético distribuidos por
Panreac. Acido ortofosforico, acido hexanosulfoénico y acetonitrilo por
Sharlab.

Las soluciones concentradas de los farmacos utilizados en bafio de
organos se realizaron con agua bidestilada, excepto la indometacina que se
disolvid en etanol y bicarbonato sodico (150 mM) ajustado a un pH 7,4 con
HCI. La concentracion de etanol final en el bafo fue inferior al 0,01%. Las

diluciones correspondientes se hicieron con solucion fisiologica (NaCl 0,9%).
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8. Calculos y analisis estadistico

Los resultados se indican como la media + error estandar.

En los resultados de la reactividad vascular, la relajacion se expresa
como porcentaje de la contraccién inducida por la noradrenalina. La
contraccion se expresa en mg de tension para las curvas concentracion-
respuesta al KCI mientras que para las curvas concentracion-respuesta a la
endotelina, la noradrenalina o para el estimulo eléctrico, el resultado se
expresa relativo al valor de la contraccion maxima al KCI (60mM).

La concentracion de agonista que produce el 50% de la respuesta
maxima (CEso) se calculd para cada curva concentracion-respuesta por un
método de analisis de regresion no lineal. Los resultados se expresan como
pD; calculado a partir del —log (CEso).

La concentracion plasmatica de NOx fue determinada por
extrapolacion del valor de absorbancia para cada muestra con la recta patron.

Las concentraciones plasmaticas de L-arginina y ADMA en las
muestras fueron determinadas por comparacion con los estandares del area
bajo la curva obtenida para cada una de ellas. La variabilidad del método fue
inferior al 7% y el limite de deteccion del ensayo fue de 0.1 pM.

La actividad de la citrato sintasa se calculd mediante la ecuacion:

__ A412nm/min X 2500
€

U

U: actividad enzimatica

A412nm/min: variacién de DO durante 1 min cuando se afade el acido
oxalacético

€: coeficiente de extincidon molar del TNB= 13,9

2500: coeficiente para convertir 4 ug de proteinas en un gramo

Las diferencias entre grupos o entre distintos tratamientos fueron
estimadas por el test de la t de Student y ANOVA respectivamente. Se

consideraron las diferencias significativas cuando el valor de P < 0,05.
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Resultados

1. Actividad de la enzima citrato sintasa

La actividad de la enzima citrato sintasa fue significativamente mayor
en el grupo entrenado, demostrando la efectividad del entrenamiento
(7.33£0.17 vs 5.30 £ 0.16 umol de producto formado/min/g de proteina para
el grupo entrenado y no entrenado respectivamente, correspondiente a un

incremento del 26 + 3%, Figura 13).

I Il No entrenado

Entrenado

Hmol producto formado/min/g proteinas
E =N

Figura 13. Actividad de la enzima citrato sintasa en el musculo s6leo de
ambos grupos (n= 4 en cada grupo).
* P<0,05 comparado con el grupo no entrenado.

n: nimero de conejos.
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2. Curvas concentracion-respuesta

2.1.  Respuesta al nitroprusiato sédico

Para estudiar la capacidad relajante del musculo liso vascular
independiente de endotelio se realizaron curvas concentracién-respuesta al
nitroprusiato sodico en los tres lechos arteriales en ambos grupos de estudio.

El nitroprusiato sodico (10°-3x10°M) produjo una relajacion
dependiente de la concentracion en los dos grupos. El entrenamiento fisico no
modificod la respuesta al nitroprusiato sddico en ninguno de los tres lechos
vasculares (Figura 14, Tabla 1). Estos resultados indican que el entrenamiento

fisico no produce cambios en la capacidad relajante del musculo liso vascular.
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Figura 14. Respuesta al nitroprusiato sédico en segmentos de los tres lechos

arteriales en ambos grupos previamente contraidos con noradrenalina.
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Tabla 1. Valores de pD: + error estandar (e.e.) y del Emax + error estandar

(e.e.), en respuesta al nitroprusiato sodico en segmentos de arteria cardtida,

renal y femoral procedentes de conejos no entrenados y entrenados.

Nitroprusiato No entrenado Entrenado

sédico n pD,te.e Emax + e.e pD,te.e Emax + e.e
Cardétida 6 6,82+0,06 83 +3 6,80 + 0,05 83+2
Renal 4 7,11+0,08 92 +2 7,29 +0,11 93+2
Femoral 4 6,95 + 0,06 89 +2 6,90 + 0,06 86+3

n: nimero de conejos.

El Emax es la relajacion expresada como porcentaje sobre la contraccion
inducida por noradrenalina (10'M).
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2.2.  Respuesta a la acetilcolina

Para estudiar la relajacion dependiente de endotelio, se utilizo la
acetilcolina, un agonista que estimula la eNOS a través de la union a los
receptores muscarinicos M3 en el endotelio (66). En segmentos de los tres
lechos vasculares previamente contraidos con noradrenalina (107 M), la
acetilcolina produjo relajacion dependiente de la concentracién. En el grupo
de no entrenados, el efecto méximo relajante es ligeramente superior en la
arteria carétida que en la renal y femoral. El entrenamiento iguala la respuesta
relajante entre los tres lechos.

En la arteria carétida el efecto maximo (Emax) de la relajacion fue
significativamente menor en el grupo entrenado (p<0,05). Ni en la arteria renal
ni en la femoral hubo diferencias significativas entre los grupos (Figura. 15,
Tabla 2).
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Figura 15. Respuesta a la acetilcolina en segmentos de los tres lechos

arteriales de ambos grupos previamente contraidos con noradrenalina.
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Tabla 2. Valores de pD; * error estandar (e.e.) y del Emax + error estandar

(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria carétida, renal y

femoral procedentes de conejos no entrenados y entrenados.

No entrenado Entrenado
Acetilcolina
n pD,te.e Emax + e.e Emax + e.e
Carétida 16 7,26+0,04 90 +2 81+2"
Renal 15 7,82+0,07 82+3 84 +£3
Femoral 10 7,37+0,09 80+3 10 7,16 £0,07 83+3

* P<0,05 comparado con el grupo no entrenado.

n: nimero de conejos.

El Emax es la relajacion expresada como porcentaje sobre la contraccion

inducida por noradrenalina (10-'M).
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Las diferencias en la relajacion inducida por el entrenamiento podrian
deberse a la mayor produccién de radicales libres. En la arteria carotida, la
incubacion con SOD no modifico la relajacién a la acetilcolina en ninguno de
los grupos de estudio, por lo que no se puede atribuir la menor relajacion en
el grupo entrenado a un incremento del estrés oxidativo en el momento de la

evaluacién funcional (Figura 16, tabla 3).

No Entrenado Entrenado
0 0
l Control
I soD 200 U/mI
20 20 -
&
= 40 40
©
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X 60 60 -
2
80 80
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Acetilcolina (-log M) Acetilcolina (-log M)

Figura 16. Respuesta a la acetilcolina en presencia de SOD en segmentos de

arteria carotida de ambos grupos previamente contraidos con noradrenalina.
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2.2.1. Participacion de los factores relajantes derivados del

endotelio

2.2.1.1. Arteria carétida

No hubo diferencias significativas con respecto al control al incubar
con indometacina (10> M) en ninguno de los dos grupos, indicando que las
prostaglandinas no participan en la relajacion inducida por acetilcolina en la
arteria carotida de conejo (Figura 17, Tabla 3).

La inhibicion conjunta de indometacina (10° M) mas L-NAME
(10* M) redujo significativamente el efecto méaximo de la relajacion inducida
por acetilcolina en ambos grupos (P<0,05) (Figura 17, Tabla 3). Estos
resultados indican que al menos parte de la relajacion inducida por acetilcolina
es debida a la liberacién de NO. Sin embargo, s6lo en el grupo no entrenado,
la incubacion con el bloqueante de la NOS redujo significativamente el valor
de pD; (Tabla 3). Estos resultados indican que la pauta de entrenamiento
utilizada en este estudio disminuye la liberacion de NO inducida por
acetilcolina.

Una vez blogueada la liberacion de prostaglandinas y de NO con
indometacina y L-NAME, la relajacion remanente a la acetilcolina se ha
relacionado con la liberacién endotelial de factor hiperpolarizante (41,42). El
EDHF se ha relacionado con la participacion de canales de K* activados por
Ca?* (49,114). La incubacion con KCI (20mM) produjo un bloqueo
significativo en ambos grupos, lo cual indica la participacion de los canales
de K* en esta respuesta (Figura 18, Tabla 3). La adicion de charibdotoxina
(10" M) y apamina (10® M) no modificé significativamente la relajacion con
respecto a la incubacion conjunta de indometacina mas L-NAME, indicando

que los canales de K* activados por Ca?* no participan en la respuesta relajante
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a la acetilcolina en este lecho (Figura 18, Tabla 3). La relajacion remanente se

bloguea en presencia de ouabaina (Figura 18, Tabla 3).

No Entrenado

l Control
B Indometacina 10°* M

E  Indometacina 105 M + L-NAME 104 M
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[=2]
o
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100 T

Acetilcolina (-log M)

Entrenado

20

40 -

60 -

% Relajacion

80

100 T T T
9 8 7 6

Acetilcolina (-log M)

Figura 17. Respuesta a la acetilcolina en la arteria cardtida en los dos grupos
de estudio en condiciones control, en presencia de indometacina 10> M y de

indometacina 10° M mas L-NAME 10+ M.
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Figura 18. Respuesta a la acetilcolina en la arteria cardtida en los dos grupos
de estudio en condiciones control (indometacina 10° M mas L-NAME
10 M), en presencia de charibdotoxina 10’M mas apamina 10 M, de

ouabaina 102 M y de KCI 20 mM. Todas ellas en presencia de indometacina

mas L-NAME.
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Tabla 3. Valores de pD; = error estandar (e.e.) y del Emax + error estandar
(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria carotida
procedentes de conejos no entrenados y entrenados. Efecto de los diferentes

tratamientos sobre la respuesta a la acetilcolina.

No entrenado Entrenado
Acetilcolina
n pD,te.e Emax+tee n pD,te.e Emax = e.e

Control 16 7,26 +0,04 90 + 2 13 7,19+0,05 81+2"
Indometacina 10° M 3 745+0,11 92+3 8 7,36+0,06 82+ 5
Indometacina 10° M . N "

. 5 6,89 £ 0,09 55+8 8 7,36 £0,02 58+6
+ L-NAME10 M
Charibdotoxina 10" M . R .

. 12 7,04+0,11 46+4 8  7,29+0,08 47+4
+Apamina 10" M
KC120 mM 4 652+0,06" 30£2% 2 675+0,12" 30+7
Ouabaina 10°M 2 - g+5* 2 — 6+3"*
SOD 4 7,19+0,05 81+2 4  730+0,11 76 + 6

*P<0,05 comparado con el control de cada grupo.

n: nimero de conejos.

i Diferencias con el grupo tratado con indometacina mas L-NAME del mismo
grupo.

Las curvas incubadas con KCI, charibdotoxina méas apamina y ouabaina se

realizaron en presencia de indometacina 10° M méas L-NAME 10 M.
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2.2.1.2. Arteria renal

La incubacién con indometacina (10° M) no modificé la respuesta
relajante a la acetilcolina en ninguno de los dos grupos, (Figura 19 y Tabla 4),
lo cual implica que no hay participacion de prostanoides en esta respuesta.

La incubacion con indometacina mas L-NAME redujo por igual la
relajacion en ambos grupos, indicando la participacion de NO en esta
respuesta (Figura 19 y Tabla 4). La incubacién con KCI 20mM produjo un
bloqueo adicional de la respuesta a la acetilcolina en ambos grupos. La adicién
de charibdotoxina (107 M) mas apamina (10 M) al bafio no modificd
significativamente la respuesta relajante respecto a los segmentos incubados
con indometacina mas L-NAME, indicando que no hay participacion de los
canales de potasio activados por calcio en la respuesta relajante a la
acetilcolina en la arteria renal de conejo. La relajacion remanente se bloquea
en presencia de ouabaina (Figura 20, Tabla 4).

Estos resultados indican que el entrenamiento no modifica la
relajacion dependiente de endotelio ni altera la participacion de los factores

endoteliales.
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Figura 19. Respuesta a la acetilcolina en la arteria renal en los dos grupos de
estudio en condiciones control, en presencia de indometacina 10> M y de

indometacina 10° M mas L-NAME 10+ M.
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No Entrenado
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Figura 20. Respuesta a la acetilcolina en la arteria renal en los dos grupos de
estudio en condiciones control (indometacina 10> M mas L-NAME 10 M),
en presencia de charibdotoxina 107M mas apamina 10° M, de ouabaina

102 M y de KCI 20 mM. Todas ellas en presencia de indometacina mas L-

NAME.
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Tabla 4. Valores de pD: + error estandar (e.e.) y del Emax + error estandar
(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria renal procedentes

de conejos no entrenados y entrenados. Efecto de los diferentes tratamientos.

No entrenado Entrenado
Acetilcolina
n pD,*e.e Emax + e.e n pD,te.e Emax + e.e

Control 19 7,82+0,07 82+3 13 7,71 £ 0,06 84+3
Indometacina 10° M 5 7,52 +0,24 85+7 9 7,81+0,20 88+3
Indometacina 10° M N N N "

. 13 7,44+0,12 65+5 10 7,05+0,15 65+7
+L-NAME10™ M
Charibdotoxina 107 M . . .

» 4 7,38+0,11 58+7 6 742+0,18 62+7
+Apamina 10" M
KC1 20 mM 5 6,76+0217" 3547 3 6,70+0,16F 37+8*

£ 2 4 *

Ouabaina 10°M 3 - 12+1°% 2 — T7£1°

* P<0,05 comparado con el control.

n: nimero de conejos.

! Diferencias con el grupo tratado con indometacina mas L-NAME del mismo
grupo.

Las curvas incubadas con KCI, charibdotoxina mas apamina y ouabaina se

realizaron en presencia de indometacina 10° M mas L-NAME 10+ M.
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2.2.1.3. Arteria femoral

La incubacién con indometacina (10° M) no modificé la respuesta
relajante a la acetilcolina en ninguno de los dos grupos (Figura 21 y Tabla 5),
lo cual implica que no hay participacion de prostanoides en esta respuesta.

La incubacién con indometacina (10° M) mas L-NAME (104 M)
redujo la relajaciéon en ambos grupos, indicando la participacion de NO en la
relajacion a la acetilcolina de la arteria femoral. EI Emax de la curva de
acetilcolina incubada con indometacina méas L-NAME fue de 47 £+ 6% en el
grupo no entrenado y de 69 £ 8% en el entrenado (P<0.05) (Tabla 5). Estos
resultados indican que la relajacion debida al NO es mayor en el grupo de no
entrenados que en el de entrenados.

La incubacion con KCI 20 mM bloqueé significativamente la
relajacion a la acetilcolina en ambos grupos. En presencia de indometacina
(10° M) méas L-NAME (10 M), la adicion de charibdotoxina (107 M) mas
apamina (10 M) al bafio no produjo mayor bloqueo que la inhibicion
conjunta de COX y de NOS en el grupo no entrenado. Sin embargo, en el
grupo entrenado si que es efectivo el bloqueo con charibdotoxina mas
apamina, disminuyendo el Emax de 69 + 8% hasta 38 + 6% (P<0.05)
(Figura 22, Tabla 5). Estos resultados indican que el entrenamiento incrementa
la participacion de los canales de K* activados por calcio en la respuesta

relajante inducida por la acetilcolina.
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Figura 21. Respuesta a la acetilcolina en la arteria femoral en los dos grupos

de estudio en condiciones control, en presencia de indometacina 10> M y de

indometacina 10° M mas L-NAME 10 M.
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Figura 22. Respuesta a la acetilcolina en la arteria femoral en los dos grupos
de estudio en condiciones control (indometacina 10° M mas L-NAME
10 M), en presencia de charibdotoxina 10’M mas apamina 10 M, de

ouabaina 102 M y de KCI1 20 M. Todas ellas en presencia de indometacina

mas L-NAME.
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Tabla 5. Valores de pD: + error estandar (e.e.) y del Emax + error estandar

(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria femoral

procedentes de conejos no entrenados y entrenados. Efecto de los diferentes

tratamientos.
No entrenado Entrenado
Acetilcolina
n pD,*e.e Emax + e.e n pD,* e.e Emax £ e.e

Control 10 7,37+ 0,09 80+3 10 7,16 £ 0,07 83+3
Indometacina 10° M 7 7,31+ 0,13 81+8 6 7,03+0,09 84+ 6
Indometacina 10° M . R . .

. 9 6,58 £0,12 47+ 6 8 6,80£0,20 69£8"
+L-NAME10 M
Charibdotoxina 107 M R .

. 4 7,28 £0,13* 30+ 6* 5 7,35+ 0,30 38+6°
+Apamina 10° M
KCI 20 mM 3 7,15+022° 218" 3 6,55+0,21 19+4%

. -2 . *t

Ouabaina 10" M 2 o 12+1% 2 o g+

* P<0,05 comparado con el control.

! Diferencias con el grupo tratado con indometacina mas L-NAME en el

entrenado.

$ P<0,05 comparado con el grupo no entrenado.

n: nimero de conejos.
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2.3.  Respuesta al KC1

La capacidad de contraccion del musculo liso vascular se comprobo
por su respuesta al KCI, cuyo mecanismo de contraccion es independiente de
receptor e involucra la entrada de calcio a la célula a través de canales de calcio
voltaje-dependientes (115). En los tres lechos wvasculares, la curva
concentracion-respuesta al KCl (5-100 mM) produjo una contraccion
dependiente de la concentracion en ambos grupos de estudio (Figura 23,
Tabla 6).

La respuesta contractil es mayor en la arteria renal, seguida de la
femoral y por ultimo la cardtida. En la arteria cardtida, el entrenamiento
disminuy¢ la sensibilidad al KCl, medida en términos de pD> (1,33 = 0,01 vs
1,47 + 0,03 para el grupo entrenado y no entrenado respectivamente, P<0.05)
sin diferencias en el efecto maximo. Tanto en la arteria renal como en la
femoral la respuesta al KCl no se modifica con el entrenamiento (Figura 23,

Tabla 6).
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Figura 23. Curvas concentracion-respuesta al KCI en el grupo no entrenado

y en el entrenado en las arterias carétida, renal y femoral.
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Tabla 6. Valores de pD; + error estandar (e.e.) y del Emax + error estandar

(e.e.), en respuesta al KCl en segmentos de arteria carétida, renal y femoral

procedentes de conejos no entrenados y entrenados.

No entrenado Entrenado
KCl1 Emax + e.e Emax + e.e
n pD,te.e pD,+e.e
(mg) (mg)
Cardtida 4 1,47+ 0,03 3149 + 241 1,33+ 0,01* 2798 £225
Renal 3 1,40 £ 0,02 10639 + 541 1,37 £ 0,03 11024 £ 936

Femoral 4 1,46=0,03 8160 =399

1,41 £0,02 8426 £ 510

* P<0,05 comparado con el no entrenado.

n: nimero de conejos.
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2.4.  Respuesta a la endotelina
Se realizaron curvas concentracion-respuesta a la ET-1 (10-11-10 M).
El entrenamiento no varia la respuesta a la ET-1 en ninguna de las tres arterias

estudiadas (Figura 24, Tabla 7).
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Figura 24. Curvas concentracion-respuesta a la endotelina-1 en el grupo no

entrenado y en el entrenado en las arterias carétida, renal y femoral.

81



Resultados

Tabla 7. Valores de pD, =+ error estandar (e.e.) y del Emax =+ error estandar
(e.e.), enrespuesta a la ET-1 en segmentos de arteria carétida, renal y femoral

procedentes de conejos no entrenados y entrenados.

No entrenado Entrenado
Endotelina-1
n pD,+e.e Emax+ee n  pD,te.e Emax + e.e
Carétida 4 8,54+0,20 126 +£2 4 8,49+0,20 127+3
Renal 3 8,60£0,08 111+6 3 8,44+0,08 100+ 7
Femoral 4 9,06+0,12 114£1 4 8,87+0,10 113+4

n: nimero de conejos.
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2.5.  Respuesta a la noradrenalina exégena

Se realizaron curvas concentracion-respuesta a la NE (10-°-10* M) en
la arteria carétida, y NE (10°-3x10° M) en las arterias renal y femoral en
ambos grupos de estudio. El entrenamiento no varia la respuesta a la NE en

ninguna de las tres arterias estudiadas (Figura 25, Tabla 8).
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Figura 25. Curvas concentracidn-respuesta a la noradrenalina en el grupo no

entrenado y en el entrenado en las arterias carétida, renal y femoral.
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Tabla 8. Valores de pD, =+ error estandar (e.e.) y del Emax =+ error estandar
(e.e.), en respuesta a la noradrenalina en segmentos de arteria carotida, renal

y femoral procedentes de conejos no entrenados y entrenados.

No entrenado Entrenado
Noradrenalina
n pD,+e.e Emax+ee n pD,te.e Emax + e.e
Cardétida 9 5,49 +£ 0,04 162+5 9 5,53+0,07 165+ 11
Renal 14 6,14 +0,06 199 + 12 6 6,14+0,09 188 £ 15
Femoral 10 6,68 +0,08 171 £ 10 8 6,56=+0,09 162+ 14

* P<0,05 comparado con el no entrenado.

n: nimero de conejos.
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3. Respuesta a la noradrenalina endégena (estimulo

eléctrico)

3.1.  Naturaleza del estimulo eléctrico
El estimulo eléctrico (15 V, 0,2 ms de duracion, durante 30 s para la
arteria carotida, 2, 4 y 8 Hz para la renal y 4 y 8 Hz para la arteria femoral),
indujo una contraccion dependiente de la frecuencia en segmentos de los dos
grupos de estudio. Esta contraccion fue abolida al incubar con tetrodotoxina,
guanetidina o prazosin (todos a la concentracion de 10 M), en todo el rango
de frecuencias estudiado, lo cual indica que la contraccion inducida por el
estimulo eléctrico es debida a la liberacion de noradrenalina de las
terminaciones nerviosas perivasculares y a la activacion de los receptores
aj-adrenérgicos y no a un estimulo directo sobre el musculo liso vascular
(Figura 26).
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Figura 26. Ejemplo de registro de la respuesta al estimulo eléctrico

perivascular en segmentos de arteria carotida.
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3.2.  Curvas frecuencia-respuesta
En concordancia con los resultados obtenidos para la NE, el
entrenamiento no cambi6 la respuesta al estimulo eléctrico en ninguno de los

tres lechos vasculares estudiados (Figura 27, Tabla 9).
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Figura 27. Curvas frecuencia-respuesta al estimulo eléctrico (EE) en el grupo

no entrenado y en el entrenado en las arterias cardtida, renal y femoral.
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Tabla 9. Valores de % de contraccion =+ error estandar (e.e.) en respuesta al

estimulo eléctrico en segmentos de arteria cardtida, renal y femoral

procedentes de conejos no entrenados y entrenados.

Estimulo Eléctrico

n 1 Hz 2 Hz 4 Hz
Arteria Caroétida
No entrenado 24 6=+1 12+£2 25+2
Entrenado 18 7+1 15+2 29+4
Estimulo Eléctrico

n 2 Hz 4 Hz 8 Hz
Arteria Renal
No entrenado 16 4+1 11+1 24 +£2
Entrenado 12 5+1 12+2 24+3
Estimulo Eléctrico

8 Hz

Arteria Femoral
No entrenado 14+3
Entrenado 22+6

n: nimero de conejos.
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4. Niveles plasmaticos de NOx, L-Arginina y ADMA

Se midieron los niveles plasmaticos NOx, L-Arginina y ADMA en
plasma en ambos grupos de estudio (Figura 28). Puesto que la L-Arginina es
el sustrato de la NOS y el ADMA un inhibidor fisiologico de la misma, el
cociente entre L-Arginina y ADMA indica la produccion de NO (ratio de
produccion de NO). Como se puede observar en la figura 28, el entrenamiento
fisico no modifico los niveles plasmaticos de ninguna de las tres sustancias,
por lo cual se puede concluir que la producciéon de NO en ambos grupos es

similar.
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Figura 28. Niveles plasmadticos de nitratos y nitritos, L-Arginina, ADMA y
ratio de produccion de NO.
n= 10 en cada grupo.

n: nimero de conejos.
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Discusion

1. Ventajas y limitaciones del procedimiento experimental

Cualquier experimento in vitro relacionado con la respuesta vascular
debe ser valorado con cautela cuando se intenta extrapolar a la situacion in
vivo. La funcién endotelial estd modulada por el estrés del flujo (116), un
factor que no puede considerarse en nuestros estudios in vitro y en el vaso
aislado ya que falta la regulacion neurohormonal presente in vivo (16).
Ademas, los mecanismos de adaptacion que pueden aparecer en el organismo
s6lo pueden vislumbrarse en el vaso aislado como manifestaciones de la pared
vascular como érgano efector. Pese a estas limitaciones, el estudio de la
respuesta del 6rgano efector es uno de los objetivos primordiales para conocer
los fundamentos de las alteraciones cardiovasculares en la disfuncion
endotelial. Este objetivo ha sido sistematicamente inalcanzable en los estudios
in vivo por las limitaciones derivadas del procedimiento experimental.
Precisamente la presencia de reflejos y otras adaptaciones cardiovasculares en
los estudios clinicos constituye una limitacion cuando se quiere valorar la
respuesta del 6rgano efector. En segundo lugar, los segmentos arteriales
utilizados en este trabajo se limitan a las arterias cardtida, renal y femoral, que
no reflejan necesariamente lo que pueda ocurrir en otras arterias o en los vasos
profundos de resistencia como arterias de pequefio calibre y arteriolas.
Ademas, el hecho de ser arterias de conejo, no necesariamente se corresponde
a la respuesta que podria ser obtenida en otras especies animales, ni en el ser
humano.

A pesar de estas limitaciones, la ventaja de utilizar una preparacion in
vitro para evaluar los cambios en la reactividad vascular se basa en que las
potenciales influencias neurales, humorales y metabolicas que estan presentes
en el organismo vivo pueden ser eliminadas, por lo que la respuesta que se

evalua es estrictamente vascular (16).
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2. Justificacién de la eleccion de la especie y los vasos de

estudio

El modelo experimental utilizado obedece a la existencia de un
modelo de entrenamiento desarrollado por el equipo del Dr. Such en el
Departamento de Fisiologia que ha resultado eficaz para valorar los cambios
adaptativos que el entrenamiento fisico produce a nivel cardiaco (104) y que
esta validado para el estudio de enfermedades cardiovasculares (117,118).

Las adaptaciones vasculares al entrenamiento no estan limitadas a los
vasos expuestos al shear stress, sino que también afecta a lechos poco activos
0 inactivos durante el ejercicio (2,11,55,56), por lo cual, el estudio simultaneo
de estos vasos con diferente exposicion al shear stress durante el ejercicio
(arterias carotida, renal y femoral) puede permitirnos evidenciar cambios no
uniformes inducidos por el entrenamiento. La arteria car6tida es un vaso
representativo de la circulacion cerebral (63,119,120) de relevancia en la
circulacion sistémica y predictor de enfermedades vasculares (65,121). La
arteria renal, relevante para la homeostasis (122), es un ejemplo de vaso que
irriga un drgano en el cual el flujo sanguineo no aumenta o disminuye durante
el ejercicio (123,124), mientras que la arteria femoral representa un vaso de

conduccidn que irriga areas musculares activas durante el ejercicio (125).

3. Efectividad del entrenamiento

Entre los parametros utilizados para considerar que un protocolo de
entrenamiento fisico es efectivo, se pueden mencionar el aumento del peso del

corazén (126,127), el aumento del ratio peso del corazon-peso corporal

(61,126-129), la disminucion de la frecuencia cardiaca en reposo
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(61,63,126,127,130,131) y en ejercicio (61,126), o el aumento de la actividad
de la enzima citrato sintasa (CS) (61,64,126—128,132—-134).

La CS es un marcador de la actividad mitocondrial y por tanto de la
capacidad oxidativa celular inducida por el protocolo de entrenamiento. En
este sentido, se utiliza como indicador de la adaptacion del musculo
esquelético al entrenamiento fisico (135). De hecho, se ha demostrado una
correlacion positiva entre los cambios en el consumo mé&ximo de oxigeno
(V.O2max) ¥ la actividad de la CS (136). En conejos y roedores, la actividad de
la CS se estudia en el séleo (62,127,132,134,137,138), musculo compuesto
principalmente por fibras tipo | caracterizadas por presentar adaptaciones al
entrenamiento  debido a su elevada capacidad  oxidativa
(62,64,127,133,134,139). Por ejemplo, en ratones se ha observado un aumento
de las enzimas mitocondriales y de fibras tipo | en diferentes musculos
esqueléticos inducidos por el ejercicio aerobico (140). La mayoria de los
estudios han demostrado un aumento de la actividad de la CS después del
entrenamiento (62,127,132,141). La magnitud de este aumento puede variar
en funcion del tiempo (64) y de la frecuencia de entrenamiento (142) asi como
de la especie estudiada (126). En séleo de rata se han descrito aumentos de
actividad de CS de un 15% (2 semanas de entrenamiento), un 30% (10
semanas de entrenamiento) o mas del 50% (12 semanas de entrenamiento)
(64). En cerdos, el incremento de la actividad de la CS medida en deltoides y
triceps, oscila entre el 15 y el 40% (16-20 semanas de entrenamiento)
(126,139).

El aumento de la actividad de CS puede observarse a partir de la
primera (69) o segunda (64,133,141) semana de entrenamiento y suele
preceder a las adaptaciones en el tono vascular, que pueden no manifestarse

antes de las cuatro semanas (64).
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En el presente estudio hemos constatado un aumento del 26 + 3% de
la actividad de la enzima citrato sintasa en el musculo soleo en el grupo de
conejos entrenados confirmando la efectividad del protocolo de
entrenamiento. Estos resultados, junto con los de estudios previos referentes a
frecuencia cardiaca en reposo (104) y a la normalizacion de los niveles de
lactato plasmatico en las etapas finales del periodo de entrenamiento (143),
indican que el protocolo utilizado se puede considerar como ejercicio fisico

cronico con adaptaciones de tipo aerobico (144).

4. Respuesta relajante

Los factores relajantes endoteliales mas conocidos, 6xido nitrico y
prostaciclina, se producen en respuesta a factores fisicos como el estrés de
flujo, y neurohumorales como el sistema simpatico o diversas hormonas
circulantes (7,16,17,55). En este sentido la vasodilatacién endotelio-
dependiente inducida por la acetilcolina representa una herramienta eficaz
para caracterizar la funcién endotelial en diferentes situaciones fisioldgicas y
patoldgicas tanto en modelos animales como en el ser humano (24,48,53). El
tono vascular también estd modulado por el factor hiperpolarizante derivado
del endotelio el cual, aungue de naturaleza desconocida, probablemente actle
a través de canales de K* activados por Ca?" (49,114). El factor
hiperpolarizante sobre todo interviene en la regulacion local del flujo
sanguineo en vasos de resistencia, a excepcion de los lechos coronario y renal
donde también contribuye a la regulacion del tono vascular de las arterias de

conduccion (145).
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4.1.  Arteria caroétida

Nuestros resultados indican que en la arteria carotida, el
entrenamiento produce una menor relajacion a la acetilcolina. El efecto
maximo es menor en los conejos entrenados. Puesto que la relajacion no se
modifica en presencia de inhibidores de la COX, no parece que sea debida a
la participacion de prostanoides relajantes. En presencia de L-NAME,
inhibidor de la NOS, la respuesta relajante a la acetilcolina disminuye tanto
en conejos entrenados como en no entrenados, indicando que parte de la
respuesta es debida a la liberacion de NO. Sin embargo la inhibicion es mayor
en el grupo control que en los entrenados. Las diferencias observadas pueden
ser debidas a que nuestra pauta de entrenamiento disminuye la liberacion de
NO inducida por acetilcolina.

Estudios en animales y humanos demuestran que el entrenamiento
mejora o no afecta la funcion endotelial (58—62). En este sentido, el presente
trabajo es pionero en demostrar una disminucién de la relajacion a la
acetilcolina en la arteria cardtida en animales entrenados sanos con una pauta
de intensidad moderada. Sun et al (146) encuentran resultados similares en
aorta toracica de rata en un modelo de entrenamiento cronico de alta
intensidad.

Diferentes estudios en animales de experimentacion han evaluado los
efectos del entrenamiento en la respuesta vascular en la arteria carétida. La
mayoria de los estudios realizados en conejos y en ratas sanas no encontraron
modificaciones en la respuesta relajante dependiente de endotelio en la arteria
carotida, mientras que se produjo una mayor relajacion en aorta y arteria
pulmonar (63,132,147). En conjunto, los resultados indican que el flujo
sanguineo en la arteria carotida se mantiene relativamente constante durante
el ejercicio. Los estudios que evidencian una mejoria de la relajacion

dependiente de endotelio en este lecho vascular corresponden a situaciones de
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disfuncion endotelial, como se demuestra en ratas viejas (148) o en ratas
hipertensas obesas modificadas genéticamente (123).

Dado que la arteria cardtida no esta directamente expuesta al impacto
del flujo sanguineo durante el ejercicio, las adaptaciones inducidas por el
entrenamiento podrian hacerse evidentes a largo plazo (149) y estarian
relacionadas con cambios en la estructura de la pared vascular. En este sentido,
los resultados en humanos son contradictorios. Mientras que la mayoria de
estudios que analizan cambios estructurales no encuentran alteraciones en el
diametro interno de la carétida con el ejercicio (150-152), los resultados sobre
el grosor de la pared difieren, ya que en algunos disminuye (150,151,153)
mientras que en otros no se modifica (152). Estas diferencias pueden atribuirse
a las distintas modalidades y duracion de las pautas de entrenamiento.

En nuestro caso, un estudio histologico previo revela que el
entrenamiento produjo una disminucion del grosor de la pared de musculo liso
sin disminucion en el nimero de capas de células y sin que se modifique el
diametro de la luz vascular (154). Estos resultados son compatibles con la
hipotesis de que el entrenamiento puede producir una adaptacion sistémica de
la pared vascular para garantizar un flujo sanguineo cerebral adecuado.

Al igual que otros autores (123), nosotros no encontramos
participacion de las prostaglandinas en la relajacion dependiente de endotelio
inducida por la acetilcolina en la arteria carotida, respuesta que no se modifica
con el entrenamiento. En cuanto a la participacion del NO, la inhibicion de la
NOS con L-NAME redujo la relajacion a la acetilcolina lo cual implica que la
respuesta esta mediada por el NO. La respuesta relajante remanente insensible
a la indometacina y al L-NAME se ha relacionado con el factor
hiperpolarizante dependiente del endotelio (41,47). El bloqueo de la relajacion
en presencia de KCI 20 mM, indica que parte de la respuesta relajante es

debida a la participacion de estos canales. E1 EDHF produce sus acciones
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principalmente a través de canales de potasio activados por calcio (114) que
son sensibles a la inhibicion por charibdotoxina y a la apamina (44,45). En
nuestro caso, el bloqueo adicional de estos canales no modifica la relajacion a
la acetilcolina, poniendo en evidencia que en la arteria cardtida comun la
vasodilatacion dependiente de endotelio estd mediada principalmente por el
NO a través de la activacion de la NOS vy la participacion de canales de K*
distintos a los activados por calcio.

La mayoria de estudios coinciden en que la relajacion dependiente de
endotelio que provoca el entrenamiento esta principalmente mediada por un
aumento en la biodisponibilidad del NO. El aumento del gasto cardiaco y
presion arterial media durante el ejercicio puede producir un aumento del
estrés de flujo, asociado con una regulacion al alza de la eNOS y una
regulacion a la baja de la ET-1 (2,6,77), mecanismos que junto a la
disminucion de radicales libres favorecerian el aumento de la
biodisponibilidad del NO (58,60,62,63).

Paradogjicamente, en nuestro estudio, la relajacion a la acetilcolina en
conejos entrenados es menor que en controles y el bloqueo del NO con
L-NAME también es menor en entrenados que en controles.

Diferentes hipotesis podrian explicar este resultado. Una posibilidad
es que la modalidad de entrenamiento empleada induzca un aumento del estrés
oxidativo que repercutiria en una menor biodisponibilidad de 6xido nitrico
(155-157). En este contexto, Goto et al (158) demostraron que después de 12
semanas de entrenamiento aerdbico en sujetos sanos a alta intensidad habia un
aumento de los marcadores séricos de estrés oxidativo. En el mismo sentido,
Sun et al (146) evaluaron los efectos de diferentes modalidades de ejercicio en
aorta toracica de rata y encontraron que el entrenamiento crénico de alta
intensidad disminuia la relajacion a la acetilcolina y se asociaba a un estado

proinflamatorio con aumento de la iNOS, de NOx y de radicales libres. Sin
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embargo, el hecho de que en presencia de SOD no se modifica la respuesta
relajante a la acetilcolina, parece descartar que las diferencias observadas en
el bafio de organos sean debidas a un aumento de radicales libres en el
momento de evaluar la reactividad vascular. En el mismo sentido, se ha
demostrado que 6 semanas de entrenamiento con la pauta utilizada, no indujo
estrés oxidativo, medido en diferentes organos, incluyendo el rifion y el
cuadriceps femoral (159).

Otra posibilidad es que no se haya alcanzado el tiempo minimo de
entrenamiento como para verse alterada la funcion endotelial. En este sentido
pautas de 4 semanas de entrenamiento no modifican la respuesta en aorta de
conejo mientras que a las ocho semanas aumenta la relajacion inducida por
acetilcolina (141).

Las diferencias en la respuesta relajante a la acetilcolina también
podrian ser debidas a que el entrenamiento produzca una menor sensibilidad
del musculo liso a la relajacion. El entrenamiento mejora la relajacion
independiente de endotelio en segmentos de arteria carotida y mesentérica de
ratas en un modelo de obesidad e hipertension arterial (123). Este es un
mecanismo adaptativo importante que permitiria el mantenimiento del tono
vascular en situaciones de disfuncion endotelial. En nuestros resultados el
entrenamiento no modifica la relajacion inducida por el nitroprusiato sodico,
un dador de 6xido nitrico independiente de la funcion endotelial, por lo que
no parece que nuestras condiciones experimentales modifiquen la sensibilidad
del musculo liso a la relajacion. Estos resultados coinciden con la mayoria de
estudios previos en sujetos y animales sanos en diferentes lechos y especies

(63,65,121,147,148,160).
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4.2.  Arteria renal

La redistribucion del gasto cardiaco durante el ejercicio fisico,
aumentando el flujo sanguineo hacia los muisculos activos y disminuyendo la
perfusion esplacnica y renal, representa un mecanismo de control del sistema
cardiovascular (12—14). Se ha sugerido que el aumento del shear stress de la
pared vascular es el principal estimulo para las adaptaciones vasculares
inducidas por el ejercicio. En el entrenamiento cronico, la continua repeticion
de las modificaciones del flujo induce cambios estructurales y funcionales en
los vasos sanguineos (145). Estas modificaciones han sido bien caracterizadas
en la circulacion coronaria (161), pulmonar (63) y del musculo esquelético
(67,73).

Aunque se sabe que el ejercicio fisico agudo disminuye el flujo
sanguineo renal (13), hay pocos trabajos que estudien los efectos del
entrenamiento crénico sobre la circulacion renal a pesar de que el rifion sufre
cambios bruscos en el flujo sanguineo durante el ejercicio (13,61,99,162). En
rifion perfundido de conejo entrenado, tanto la vasodilatacion dependiente del
endotelio como la independiente son mayores que en los controles. Este efecto
parece que esta relacionado no solo con el aumento de la biodisponibilidad de
NO sino también con el aumento de la respuesta del musculo liso vascular
renal al NO (162). Sin embargo, el entrenamiento disminuye la respuesta
adrenérgica de la arteria renal en cerdos sin modificar la respuesta
vasodilatadora a la bradiquinina (61), y tampoco se encuentran diferencias en
la relajacion dependiente del endotelio en arterias de resistencia de ratas (163).

En nuestro estudio, la acetilcolina produce relajacion dependiente del
endotelio en arteria renal de conejo. La maxima relajacion a la acetilcolina y
la pD, presentan valores semejantes en conejos control y entrenados por lo
que no parece que el entrenamiento modifique la relajacion a la acetilcolina.

Estos resultados se pueden explicar por la importancia relativa de los factores
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relajantes endoteliales en la modulacion del tono vascular en diferentes partes
de la circulacion. El tono vascular de vasos de conduccion como aorta o arteria
renal no se regula por los mismos mecanismos que los vasos de resistencia
que estan implicados directamente en el control del flujo sanguineo local
(62,164,165). Por ejemplo, el papel del NO y del EDHF como mecanismos
vasodilatadores endoteliales depende del calibre de los vasos (17,41,47). En
nuestro estudio, el bloqueo de las sustancias prostanoides con indometacina
no modifica la respuesta relajante. Sin embargo, la inhibicién de la produccion
de NO con L-NAME disminuye la respuesta relajante a la acetilcolina. Puesto
que esta reduccion es similar en controles y entrenados, no parece que el
entrenamiento afecte la biodisponibilidad de NO. El hecho de que la respuesta
al nitroprusiato sédico también sea semejante en ambos grupos de estudio,
indica que nuestra pauta de entrenamiento no afecta la respuesta relajante del
musculo liso en la arteria renal.

La relajacion remanente, una vez bloqueada la produccion de PG y de
NO, es sustancialmente elevada y mucho mayor que la debida al NO,
indicando la participacion de otro mecanismo relajante endotelial que
contribuye en gran parte a la respuesta relajante inducida por la acetilcolina.
Esta relajacion remanente se bloquea con bloqueantes inespecificos de los
canales de K™ pero no en presencia de charibdotoxina y apamina, inhibidores
de los canales de K" activados por Ca?*. En conjunto, estos resultados indican
que la relajacion inducida por acetilcolina en la arteria renal estd mediada
principalmente por canales de K* distintos de los canales de K* activados por
Ca*" y refuerzan la importancia que posee el factor hiperpolarizante en la
relajacion inducida por acetilcolina en un vaso de conduccién como puede ser
la arteria renal. Estudios previos también asignan un papel destacado al EDHF
en la regulacion de la arteria renal, a pesar de ser un vaso de conduccion y no

de resistencia (145).

104



Discusion

4.3. Arteria femoral

La respuesta al aumento de la carga de trabajo durante el ejercicio
fisico provoca incrementos de cuatro o cinco veces en el flujo sanguineo
sistémico. La marcada vasodilataciéon que se produce en el musculo
esquelético activo junto con los efectos mecénicos de la bomba muscular se
combinan para disminuir la resistencia vascular y por tanto redistribuir el flujo
sanguineo, absorbiendo el 80% del incremento del gasto cardiaco (166). No
se sabe si estas adaptaciones estan mediadas por cambios en la funcion
endotelial o por otros mecanismos todavia no definidos.

La arteria femoral penetra profundamente en la masa muscular donde
se ramifica en todas las direcciones distribuyendo el flujo sanguineo por todo
el masculo y controlando la perfusion tisular regional. Suministra flujo
sanguineo a los cuddriceps activos y grupos de musculos isquiotibiales, asi
como musculos inactivos del tren posterior. Las anastomosis y las colaterales
también proporcionan vias alternativas para la distribucién del flujo. En Gltima
instancia, los capilares transcurren longitudinalmente con las fibras
musculares (167) y tienen una densidad mayor de fibras rojas (de contraccion
lenta, o tipo I) que de blancas (de contraccion rapida, o tipo I). En general, la
densidad capilar parece coincidir con el flujo de sangre tanto en reposo como
durante el ejercicio (78,168).

Estudios en animales y humanos sanos han demostrado que el
entrenamiento mejora la funcion endotelial en las arterias de las extremidades
(6,149,169). En la arteria femoral, el entrenamiento mejora la dilatacion
dependiente del endotelio tanto en animales sanos como en aquellos que
presentan factores de riesgo cardiovasculares (125,126,137,169—171). Estos
resultados no son homogéneos; Padilla y colaboradores (126) no encontraron
diferencias tras 16-20 semanas de entrenamiento en cerdos, mientras que

Harris y colaboradores (125) demostraron que 6 semanas de entrenamiento
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mejoraba la funcion endotelial en ratas ancianas pero no en jovenes. Por otro
lado, en arteria femoral de conejo, 6 semanas de entrenamiento mejoran la
vasodilatacion dependiente de endotelio (171).

Estas mejoras podrian estar relacionadas con el aumento de la
expresion de la NOS endotelial (172), el incremento de prostanoides
vasodilatadores (73), el aumento de la expresién de SOD Cu/Zn, un captador
de radicales libres (173), o el aumento de la captacion de Ca?* por las células
endoteliales, el cual es necesario para la sintesis de NO y de PGl, (174). En
nuestros resultados, el hecho de que la respuesta a la acetilcolina no se
modifique en presencia de indometacina, un bloqueante de la ciclooxigenasa,
indica que no participan las prostaglandinas relajantes en esta respuesta. El
L-NAME reduce la relajacion a la acetilcolina en ambos grupos, control y
entrenado, demostrando que la vasodilatacion dependiente de endotelio en la
arteria femoral esta mediada por NO. En conejos control, la participacion del
NO en la respuesta relajante a la acetilcolina es del 69% mientras que en los
conejos entrenados es tan solo 38%. Esto supone que el entrenamiento no solo
no incrementa los niveles locales de NO sino que incluso los disminuye. Sin
embargo, en términos absolutos la relajacion a la acetilcolina es similar en
ambos grupos. Aunque la mayoria de los estudios demuestran que la
vasodilatacion dependiente de endotelio estd principalmente mediada por NO
(169,170), la vasodilatacion remanente podria deberse a un mecanismo
independiente de la NOS y de la COX, probablemente EDHF (170,175). Hay
poca evidencia directa de la participacion del EDHF en el ejercicio (14).
Estudios en aorta toracica (114,142) y mesentérica de rata (114) asi como
arteria coronaria de cerdo (128) demuestran la participacion de los canales de
K™ en la dilatacion dependiente de endotelio en el entrenamiento cronico, los
cuales estan relacionados con el mecanismo de accion del EDHF. En nuestro

caso la participacion de los canales de K™ activados por Ca?" supone una
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relajacion adicional a la del NO, del 31% en la respuesta a la acetilcolina en
el grupo control y del 62% en el grupo entrenado. Probablemente el
entrenamiento lo que hace es invertir la participacion de los factores relajantes
dependientes del endotelio, incrementando la liberacion de EDHF vy
disminuyendo la de NO. En este sentido se ha descrito que el NO tiene un tono
inhibitorio sobre las vias de EDHF, y, en consecuencia, las relajaciones tipo
EDHF se manifiestan solo en presencia de inhibicion de la NOS. El aumento
compensatorio de la liberacion de EDHF cuando la biodisponibilidad de NO
esta reducida, contribuye al mantenimiento de la vasodilatacion dependiente
de endotelio (41,47).

En nuestro trabajo la vasodilatacion en la arteria femoral no se vio
modificada por el entrenamiento. Diversos mecanismos pueden estar
implicados en esta respuesta. Es posible que los efectos beneficiosos del
entrenamiento se aprecien en mayor medida cuando exista una disfuncion
endotelial. Debido a que nuestros animales no poseen factores de riesgo que
hagan pensar en una disfuncion endotelial, los efectos beneficiosos del
ejercicio fisico no se hacen tan patentes. Otra posibilidad es que los animales
hayan desarrollado cambios estructurales debidos a la continua demanda de
flujo sanguineo con el entrenamiento. En una primera fase, el aumento de la
demanda de flujo se realiza reforzando los mecanismos locales que implican
mayor vasodilatacion, entre los cuales se encontrarian los mecanismos
endoteliales, mientras que a largo plazo se puede producir una remodelacion
arterial capaz de suplir las modificaciones en la funcién endotelial. En este
caso, la sensibilidad de los receptores de flujo y/o las vias de transduccion de
las sefales celulares que habian iniciado la sintesis de NO y prostanoides tras
la remodelacion vascular por el entrenamiento, pueden haber sufrido una
regulacion a la baja. Estudios en humanos que evaltian la respuesta de la

arteria femoral demuestran que el entrenamiento aumenta el didmetro interno
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de la pared vascular (151,153) o disminuye el grosor de la misma (149-151).
Ambos factores conducen a la mejora del flujo sanguineo en las extremidades.

En resumen, en la arteria femoral de conejo, el entrenamiento
disminuye la biodisponibilidad de NO que es compensada con un aumento de

la liberacion de EDHF.

5. Respuesta contractil

Durante el ejercicio fisico, las necesidades de redistribucién del flujo
no solo pueden alterar la respuesta relajante sino también la contractil. En este
sentido, hemos estudiado la respuesta contréctil inespecifica que viene
determinada por la respuesta al KCI. La valoracion de la respuesta especifica,
dependiente de receptor, la hemos estudiado sobre la respuesta adrenérgica
por ser uno de los factores que mayor influencia tienen en el mantenimiento
del tono vascular (82). También se ha analizado la respuesta a la endotelina
por ser un factor de origen endotelial que puede estar modificado durante el
gjercicio (2,6,77,176).

5.1.  Respuesta contractil inespecifica

El KCI a grandes concentraciones produce despolarizacion de la
membrana seguida de contraccion del musculo liso vascular por un
mecanismo que involucra la entrada de calcio extracelular a través de la
activacion de los canales de Ca?" voltaje dependientes (177). Se trata de una
respuesta inespecifica ya que no actfia sobre ninglin receptor y que se utiliza
como indicador de la integridad del aparato contractil vascular.

La respuesta de la arteria carétida al KCI es menor que la de las
arterias femoral y renal indicando diferencias estructurales y funcionales

dependientes del lecho vascular. Algunos estudios evidencian una
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disminucion de la respuesta contractil (61,129,178) con el gjercicio, mientras
gue otros no han descrito diferencias (61,130,133). En algunos casos, como
en las arterias de resistencia, la respuesta puede estar aumentada (163), aunque
estos vasos responden a los estimulos de una manera diferente a la de los vasos
de conduccion.

En nuestros resultados, el entrenamiento no modifica la respuesta
contractil al KCI en los lechos renal y femoral indicando que se mantiene la
capacidad contréctil de estos vasos. Sin embargo, disminuye la respuesta
contractil al KCI en la arteria carétida. Aunque no encontramos precedentes
en este lecho vascular, si los hay en otros lechos. Por ejemplo, una sola sesion
de ejercicio moderado-intenso atenuo la respuesta contractil al KCI en aorta
toracica de rata (178), mientras que un mes de entrenamiento disminuyo6 la
reactividad vascular al KCI en la arteria mesentérica de rata (129). Estas
diferencias se atribuyen a un aumento de la biodisponibilidad de NO inducida
por el gjercicio, tanto a nivel endotelial como del masculo liso vascular. En
nuestro estudio, puesto que la respuesta a la acetilcolina indica una menor
biodisponibilidad de NO con el entrenamiento, no parece probable que este
sea el mecanismo responsable de estas diferencias. Es posible que la menor
contraccion sea debida a los cambios estructurales que producen una
disminucion del grosor de la capa de muasculo liso vascular en los conejos
entrenados (154). En cualquier caso, la menor respuesta se puede interpretar
como un mecanismo de adaptacién en el entrenamiento para preservar el flujo
sanguineo cerebral durante el ejercicio, cosa que no es necesaria en otros
lechos vasculares como el renal o el femoral. En este sentido, las adaptaciones
del musculo liso vascular al entrenamiento son dependientes del tamafio y la

localizacion del vaso y de su participacion durante el ejercicio (61,129,179).
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5.2, Respuesta contractil dependiente de receptor

Uno de los factores mas importantes que intervienen en la regulacion
del tono vascular es la respuesta adrenérgica. En los vasos sanguineos, la
noradrenalina liberada de las terminaciones vasculares simpaticas o
procedentes de la médula suprarrenal produce vasoconstriccion por unién a
los receptores a1 postsindpticos localizados en el musculo liso. La unién con
el receptor activa la fosfolipasa C con el consiguiente aumento de IP3
responsable del aumento de la concentracion de Ca?* intracelular en el
musculo liso vascular, que se traduce en una contraccion (180). La inervacion
perivascular simpatica se caracteriza por descargas aleatorias seguidas de
periodos de inactividad. En reposo, hay una descarga basal de baja frecuencia
de manera continua de alrededor de 1-2Hz que en situaciones de estrés
fisiologico, como el ejercicio puede llegar hasta 50Hz (127,181). La
naturaleza neurdgena y adrenérgica de la respuesta al estimulo eléctrico se
confirma por la reduccion significativa inducida por tetrodotoxina, un
bloqueante neural de los canales de sodio y por guanetidina, bloqueante de la
neurotransmisién adrenérgica. Ademas, el bloqueo selectivo de los receptores
ayz con prazosin indica que la respuesta esta mediada en gran parte por la
activacion de receptores o1 adrenérgicos.

La noradrenalina produce una contraccion dependiente de la
concentracion al igual que el estimulo eléctrico produce una contraccion
dependiente de la frecuencia. En ninguno de los territorios estudiados, la pauta
de entrenamiento ha inducido modificaciones de la respuesta adrenérgica. En
general, el entrenamiento, considerado como ejercicio crénico, reduce el tono
simpatico, atenta el barorreflejo (182), disminuye la respuesta contractil
simpética y la sensibilidad vascular a la noradrenalina (183). Estos efectos se
han relacionado con una regulacion al alza de los receptores a, endoteliales y

el aumento de la expresién de eNOS (60), ademas de depender de la pauta de
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entrenamiento (2,55,77,100). El entrenamiento también puede reducir la
actividad simpética en pacientes con insuficiencia cardiaca (184), y el
aumento de la actividad simpética asociada a la edad (138).

Nuestros experimentos se han efectuado en animales sanos donde los
efectos del ejercicio fisico no son tan patentes. De hecho, estudios similares
indican gue el entrenamiento moderado no modifica o tiende a disminuir la
respuesta a la noradrenalina en arterias de conduccion (61,142) mientras que
en ejercicios de corta duracion o de alta intensidad la puede aumentar (69). Es
probable que las diferencias en la respuesta a la noradrenalina se pongan de
manifiesto con periodos mas prolongados de entrenamiento. En este sentido,
8 semanas de entrenamiento disminuye la sensibilidad a la noradrenalina sin
cambios en el efecto maximo en aorta toracica de conejos, efecto que se ha
relacionado con un aumento de la liberacion de NO inducida por la
noradrenalina (131). En aorta abdominal de rata, 4 semanas de entrenamiento
no modifican la respuesta a la noradrenalina, mientras que a las 10 semanas la
sensibilidad disminuy6 por un mecanismo dependiente de endotelio (60,133).

La literatura disponible sobre los efectos del ejercicio fisico sobre la
respuesta simpatica es contradictoria. Estudios previos demostraron que el
entrenamiento aumenta (69,127,185), disminuye (133,134,183,186) 0 no
modifica (67) la respuesta neurdgena simpética mediada por los receptores
a-adrenérgicos.

Mientras que la disminucién de la respuesta adrenérgica durante el
gjercicio se ha asociado con una disminucidn de la liberacion de noradrenalina
de las terminaciones simpaticas y con el aumento de la liberacion y
biodisponibilidad de NO (134), el aumento de la respuesta adrenérgica estaria
relacionada con el incremento de la produccioén de ROS que neutralizaria los
efectos vasodilatadores del NO (79,80,155-158,187).
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Este efecto podria ser debido a la participacion de receptores
adrenérgicos y no ocurrir cuando la respuesta depende de otro tipo de receptor.
Sin embargo, el estudio de los efectos de la ET-1, un potente vasoconstrictor
derivado del endotelio, que se producen por activacion de receptores ETay b
(2,4) tampoco produce modificaciones con el ejercicio. El entrenamiento
disminuye la sensibilidad a la ET-1 en coronarias de cerdo (188) y desciende
los niveles plasméaticos de ET-1 en adultos sanos (176). Diferencias
metodoldgicas en la pauta de entrenamiento, especie y lecho vascular
utilizados pueden ser responsables de estas discrepancias.

Atendiendo a estos resultados, es posible que el entrenamiento no
induzca cambios en el nimero y distribucion de receptores tanto adrenérgicos
como de la endotelina. Se necesitan mas estudios para dilucidar el papel del

entrenamiento sobre la respuesta contractil mediada por receptores.

6. Niveles plasmaticos de nitratos y nitritos, L-Arginina y

ADMA

Hay muchas evidencias experimentales que demuestran que los
episodios reiterados de ejercicio agudo pueden inducir una regulacion al alza
de la eNOS, aumentando la sintesis y liberacion de NO, con la consiguiente
elevacion de los niveles plasmaticos de NOx (2,7,11,14,55,56). Sin embargo,
en otros estudios no se ha demostrado de manera consistente el aumento de
los niveles de NOx en plasma ya que estas adaptaciones suelen ser transitorias
y desaparecen con el tiempo (189). Mencidn aparte merecen los estudios
realizados con ejercicio cronico o con pautas de entrenamiento. En este caso
son pocos los estudios que han determinado un aumento de los niveles de NOx

plasmaticos después del entrenamiento.
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Tanto en modelos animales (190,191) como en humanos (176,192),
diversas pautas de entrenamiento producen aumento de los niveles
plasmaticos de NOx que se han relacionado con una regulacion al alza de la
expresion y actividad de la NOS. Ahora bien, cuando aumenta la intensidad
del entrenamiento, el aumento de los niveles plasmaticos de NOx se han
relacionado con el aumento de la INOS (146).

Contrariamente, otros estudios no encuentran cambios en los niveles
plasmaticos de NOx, como por ejemplo 12 semanas de entrenamiento
aerdbico en ratas (193), o 24 semanas de entrenamiento de intensidad
moderada a alta en adultos y ancianos (194). En este caso, es probable que el
aumento del estrés oxidativo inducido por el ejercicio contrarreste las
variaciones de NO. En este sentido, nosotros tampoco encontramos
diferencias en los niveles plasmaticos de NOx con el entrenamiento. Una de
las posibles explicaciones es que la pauta de entrenamiento se corresponda
con una situacion cronica en la que se ha normalizado la sobreexpresion de la
eNOS y el shear stress y se haya producido remodelacion vascular, situacion
en la que los valores de NO vuelven a la normalidad (7,57,189).

Hay muchos factores que pueden modificar la biodisponibilidad de
NO, como la disminucién de la expresion de la eNOS, la deficiencia del
sustrato L-arginina, o los niveles elevados de ADMA (195,196), los cuales
han sido considerados como un factor de riesgo cardiovascular. El ejercicio
aerdbico regular es una estrategia efectiva para reducir los factores de riesgo
cardiovascular y se ha asociado con la reduccion de los niveles de ADMA en
las personas obesas o con sobrepeso (197), con enfermedad arterial periférica
(198) o diabetes (199) y en mujeres postmenopausicas (200). El factor comin
entre estos estudios es la disfuncion endotelial. Sin embargo no hay estudios
que relacionen el ejercicio fisico con los niveles de NO y ADMA en

individuos sanos. En este sentido, de nuestros resultados se deduce que el
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entrenamiento no modifica los niveles de ADMA plasmaticos ni la produccion

de NO por lo que no parece que altere la via ADMA-NO.

7. Consideraciones finales

El aumento del gasto energético y del catabolismo que se produce
durante el ejercicio fisico induce cambios funcionales adaptativos en el
organismo encaminados a procurar un aumento del aporte energético a los
musculos activos, ademas de facilitar la eliminacién de los productos del
metabolismo. El aumento del flujo a musculos activos se produce en
detrimento de 6rganos inactivos como el rifién o el territorio esplacnico. El
sistema cardiovascular es el encargado de ejercer estas funciones a través de
mecanismos nerviosos que implican la activacion del sistema simpatico-
adrenal y de sustancias liberadas localmente, que estimulan la
vasoconstriccion o la vasodilatacion. Estos mecanismos pueden diferir segun
el territorio vascular considerado. El resultado final es el control del gasto
cardiaco y la redistribucion del flujo sanguineo.

La practica regular de ejercicio moderado ha demostrado prevenir,
mejorar o revertir la disfuncion endotelial en animales y sujetos con factores
de riesgo o enfermedad cardiovascular. La mejoria de la funcion endotelial es
inducida por el shear stress producido por ejercicio, que estimula la liberacion
de sustancias vasoactivas endoteliales, principalmente el NO, al cual se le
atribuyen la mayoria de los efectos beneficiosos del ejercicio tanto a nivel
vascular como sistémico. Asimismo, la intensidad del ejercicio influye en el
equilibrio entre el estrés oxidativo generado y la biodisponibilidad de NO. Las
especies reactivas de oxigeno degradan el NO antes de que produzca su efecto
vasodilatador sobre el masculo liso vascular. Sin embargo, la estimulacion

reiterada de la produccion de NO como resultado del entrenamiento disminuye
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la produccidn de radicales libres y la degradacién del NO. En este sentido, un
entrenamiento de baja intensidad puede no ser suficiente para producir
adaptaciones vasculares y es necesario incrementarlo a intensidad moderada
para mejorar la funcion vascular. Sin embargo, el ejercicio de alta intensidad
puede asociarse con niveles elevados de shear stress y respuesta inflamatoria
después del ejercicio lo que disminuiria los efectos beneficiosos
hemodinamicos.

Mencion aparte merecen los estudios en individuos sanos. En este
caso los resultados no son tan concluyentes, entre otras causas porque la
respuesta depende del lecho vascular, de la especie, asi como del tipo y
duracion del ejercicio fisico.

Nuestro estudio ofrece una base experimental de los mecanismos
adaptativos inducidos por una pauta de entrenamiento en vasos arteriales de
distintos territorios.

El entrenamiento induce una respuesta vascular dependiente del
territorio aunque no produce mejoria de la funcion endotelial en ninguno de
los lechos estudiados. Mientras que en la arteria renal el entrenamiento no
modifica la respuesta vascular a estimulos relajantes y contractiles, si lo hace
en las arterias cardtida y femoral. En la arteria renal, que el entrenamiento no
modifique la respuesta vascular indica que la funcién renal esta preservada
para mantener la homeostasis. Este efecto es contrario a los cambios
hemodinamicos renales que disminuyen el flujo sanguineo renal durante el
gjercicio y por tanto, los mecanismos implicados en el ejercicio fisico agudo
y crénico seguramente seran distintos.

En las arterias cardtida y femoral, el entrenamiento disminuye la
vasodilatacion mediada por el 6xido nitrico, si bien en la arteria femoral este
efecto esta compensado probablemente por el aumento de la participacion de

otro factor relajante de origen endotelial como es el EDHF, mientras que en la
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carétida la falta de compensacion hace que la respuesta vasodilatadora a la
acetilcolina sea menor en los entrenados. Se podria pensar que estos cambios
son consecuencia de modificaciones en la sensibilidad del musculo liso
vascular al NO. Sin embargo la respuesta al nitroprusiato sddico, un dador
externo de NO, no se modifica con el entrenamiento.

En la arteria carétida, la menor vasodilatacion inducida por la
acetilcolina probablemente sea debida a una menor biodisponibilidad de NO.
Una menor respuesta dilatadora reduciria el flujo sanguineo en un territorio
gue no es activo durante el ejercicio en favor del incremento de flujo a los
territorios activos. Sin embargo, la arteria carétida, junto a la basilar, aportan
el flujo sanguineo al cerebro por lo que una menor respuesta vasodilatadora
podria poner en riesgo el aporte de sangre a dicho 6rgano. En nuestro caso,
donde la alteracién de la produccion de NO es manifiesta, la disminucion de
la respuesta contractil del musculo liso compensaria la menor
biodisponibilidad de NO actuando como un mecanismo protector no
farmacologico para mantener el flujo sanguineo cerebral.

En la arteria femoral, que corresponde a un territorio activo, también
se produce una menor biodisponibilidad de NO, pero en este caso se ve
compensada por el aumento de EDHF a través de canales de K* activados por
Ca*. Este mecanismo compensatorio, que mantiene la respuesta
vasodilatadora a la acetilcolina, ha sido observado en diferentes lechos
vasculares.

Estd demostrado que las caracteristicas de la pauta de ejercicio,
(agudo o cronico; bajo, moderado o intenso) modifican la funcién vascular.
En modelos de entrenamiento similares al nuestro, las pautas de entrenamiento
de hasta seis semanas de duracién se consideran como un entrenamiento
agudo, donde las adaptaciones al entrenamiento, si las hay, son debidas

fundamentalmente a cambios en la funcion endotelial, mientras que ocho
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semanas 0 mas corresponde a un entrenamiento créonico en cuyo caso las
adaptaciones se atribuyen a cambios estructurales acompafiados de la
normalizacion de la funcion endotelial. Tanto los cambios en la funcidon como
en la estructura se pueden producir de forma progresiva y no uniforme

dependiendo del lecho vascular.
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1)

2)

3)

4)

En la arteria cardtida, el ejercicio fisico crénico disminuye la
relajacion a la acetilcolina por disminuir la biodisponibilidad de NO.
Este efecto se compensa probablemente con cambios estructurales en
el musculo liso que disminuyen su capacidad contractil.

En la arteria renal, el ejercicio fisico cronico no modifica la respuesta
relajante a la acetilcolina ni al nitroprusiato sodico; tampoco afecta a
la respuesta contractil adrenérgica, al KCI ni a la endotelina. Por lo
tanto, el entrenamiento no parece que afecte al tono vascular ni la
biodisponibilidad del NO en este lecho vascular preservando asi la
hemodinamica renal y la homeostasia.

En la arteria femoral el ejercicio fisico cronico disminuye la
biodisponibilidad de NO inducida por acetilcolina que se compensa
con un aumento de relajacion mediada por canales de K™ activados
por Ca?*, compatible con una compensacion por aumento de EDHF.
El ejercicio fisico cronico no modifica los niveles plasmaticos de

L-arginina, ADMA ni de NOx.
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