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Sindrome metabdlico: historia y antecedentes

El sindrome metabdlico (SMet) es un conjunto de factores que aumentan el
riesgo de padecer diabetes y enfermedades cardiovasculares!. La primera
descripcion del concepto actual de SMet tuvo lugar en 1922, cuando el médico
sueco Eskil Kylin describié la relacién entre la obesidad, las complicaciones
metabdlicas y el estilo de vida?3. Posteriormente, en 1947, Vague asocid la
obesidad a enfermedades cardiovasculares* y en 1965, Avogado y Crepaldi
describieron un sindrome que conjugaba hipertensién, hiperglucemia vy
obesidad®. Raven en 1988 definié el “Sindrome X”; una agrupacién de factores
de riesgo que predisponian para la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares®. Después, Kaplan le atribuyé el nombre de “El cuarteto

I”

mortal” a la combinacién de obesidad central, intolerancia a la glucosa,
hipertrigliceridemia e hipertensiéon’. El dltimo nombre que recibié antes de

“sindrome metabdlico” fue el de “sindrome de resistencia a la insulina”®.

En 1998 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) emitid la primera
definicién de SMet®. Esta recalcaba la importancia de la resistencia a la insulina,
siendo necesaria para el diagndstico, ademas de dos de los siguientes factores:
obesidad, hipertensiéon, niveles altos de triglicéridos, niveles reducidos de
lipoproteinas de alta densidad o microalbuminuria (tabla 1). La visién de la
insulina como factor principal en el diagndstico era compartida por el Grupo
Europeo del Estudio de Resistencia a la Insulina’. Por el contrario, la presencia
de resistencia a la insulina no se requeria para el diagndstico del SMet segun los
criterios del Panel de Tratamiento del Adulto Il (ATP Ill) (Tabla 1). En este
caso, la presencia de tres de los cinco factores de riesgo seria suficiente para

diagnosticarlo. Los factores son: la obesidad abdominal (directamente
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relacionada con la resistencia a la insulina), triglicéridos elevados, lipoproteinas
de colesterol de alta densidad reducidas, presién arterial aumentada y niveles
de glucosa elevados en ayunas (o diabetes mellitus tipo 2). Segun estos
criterios, un paciente podria ser diagnosticado de SMet sin ser diabético tipo 2,
de hecho, en este caso o en ausencia de factores de riesgo cardiovascular, el
estar diagnosticado con SMet supondria un factor de riesgo cardiovascular y de

diabetes.

Tabla 1: Principales criterios diagndsticos de sindrome metabdlico segun las
diferentes  organizaciones. DMZ2: Diabetes mellitus tipo 2; IR:
Insulinorresistencia; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura cadera;
TG: triglicéridos; PA: presion arterial; cHDL: lipoproteina de colesterol de alta
densidad PC: perimetro de la cintura; GB: glucemia basal; IAG: intolerancia a la
glucosa;, GAA: glucosa en ayunas alterada;, OC: obesidad central;, HTA:
hipertension arterial; PAS: presion arterial sistdlica; PAD: presion arterial
diastdlica; OMS: Organizacion Mundial de la Salud; EGIR: Grupo Europeo para el
Estudio de la Resistencia a la Insulina; ATP Ill: Panel de tratamiento para adultos
Ill; AACE: Asociacion Americana de Endocrindlogos Clinicos; AHA/NHLBI:
Asociacion Americana del Corazon e Instituto Nacional del corazén, Pulmédn y
Sangre; FID: Federacion Internacional de Diabetes
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Introduccion

Durante las ultimas décadas ha habido varias definiciones de SMet
segun las distintas organizaciones (Tabla 1), generando controversia y
dificultando su diagndstico. Asi pues, ante la necesidad de unificar criterios, en
2009 se publica una declaracién cientifica conjunta en la que participan la
Federacién Internacional de Diabetes (IFD), la Asociacion Americana del
Corazon/ Instituto Nacional del Corazén, Pulmén y Sangre (AHA/NHLBI), la
Federacién Mundial del Corazén y la Sociedad Internacional de la Aterosclerosis
y la Asociacion Internacional para el estudio de la Obesidad?. De este consenso
se establece que, para diagnosticar el SMet son necesarios al menos tres de

estos cinco factores:

1. Obesidad central, diagnosticada por el perimetro abdominal
incrementado*2. Cabe recordar que los valores establecidos para el
perimetro abdominal son diferentes segin el género y la etnial3-16,
También se modifican si la poblacién abarca nifios y adolescentes®’ 18,

2. Disglucemia o prediabetes, establecida por la glucemia basal en
ayunas>100 mg/dl.

3. Aumento de la presién sanguinea, sistélica>130 y/o diastdlica>85
mm Hg. El tratamiento para la hipertension es un indicador alternativo.

4. Niveles plasmaticos elevados de triglicéridos 2150 mg/dl. El tratamiento
para los triglicéridos elevados es un indicador alternativo.

5. Niveles plasmaticos bajos de lipoproteinas de alta densidad (cHDL). En

varones <40 mg/dl y en mujeres <50 mg/dlI.

Por otra parte, se estima que la prevalencia del SMet es alta en los
paises desarrollados y que tiene una fuerte conexién con la dieta y el estilo de

vida. Sin embargo, a nivel mundial es dificil establecer qué prevalencia tiene el



SMet debido a los diferentes criterios de diagndstico. La tabla 2 muestra
algunos estudios que establecen la prevalencia del SMet en diferentes regiones

del planeta!3-16.19-21,

Tabla 2: Prevalencia del SMet en funcion de la region.

Region Ao de Prevalencia (%) Criterios para el
Publicacién diagnostico del
SMet
FID, NCEP ATP 1lI
. _ e o 13 - ’ ’
Asia-Pacifico 2017 11,9-49,0 AHA/NHLBI
i FID, NCEP ATP I,
Africal® 2012 12,5-63,6
OMS
América
19 2015 23,0-35,1 ATP 1l
Central
Europa'® 2015 23,9-24,6 ATP IlI
FID, NCEP ATP I,
Medio Estel4 2012 13,6 -41,6
ATP 1IlI/AHA/NHLBI
Ameéri I
merica de 2009 14 - 27 NCEP ATP Ili
Sur
E
stados 2017 34,2 Consenso de SMet
Unidos
FID: Federacién Internacional de Diabetes; NCEP ATP Ill: Programa nacional

para la educacion en el tratamiento del colesterol en Adultos Panel lll;
AHA/NHLBI Asociacion Americana del Corazdn e Instituto Nacional del corazoén,
Pulmoén y Sangre; OMS: Organizacion Mundial de la Salud; SMet: Sindrome
metabdlico.
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Introduccion

El endotelio y la homeostasis vascular

El endotelio es una monocapa de células que recubre la cara interna del
sistema vascular y linfatico??724. Su funcién sobre el tono vascular fue descrita
en 1980, por Robert F. Furchgott?>. El endotelio responde a estimulos fisicos?® y
quimicos?®=%° liberando sustancias que regulan la homeostasis vascular. Por lo
tanto, el endotelio controla el tono vascular, y como consecuencia el flujo
sanguineo, manteniendo el balance entre la liberacion de sustancias
contractiles y relajantes. También regula la reactividad de las células circulantes
e interviene en las respuestas inmune, inflamatoria y hemostatica?>3. Por
consiguiente, la disfuncion endotelial afecta negativamente a la homeostasis
vascular ya que representa un desequilibrio en la producciéon de sustancias
vasodilatadoras y vasoconstrictoras derivadas del endotelio, con tendencia a la

vasoconstriccion.
Factores relajantes derivados del endotelio

Los principales factores involucrados en la relajacién mediada por el endotelio
son la prostaciclina (PGl,), el éxido nitrico (NO) y la hiperpolarizacién derivada

del endotelio (EDH).
Prostaciclina

La PGIl, se forma a partir del acido araquidénico, que por accién de las
ciclooxigenasas (COXs) da lugar a la prostaglandina G, y posteriormente a la
prostaglandina H; 3. A partir de aqui puede tomar dos caminos, si actda la
prostaciclina sintasa se forma la PGl, y si actua la tromboxano sintasa se forma
el tromboxano A; (TXA2)3L. La PGI; induce relajacién del musculo liso vascular

mediante la activacién de los receptores IP, que son proteinas G ligadas a la



adenilato ciclasa, produciendo un aumento de adenosin monofosfato (AMP)
ciclico (AMPc).

Oxido nitrico
El NO es un radical libre?® formado a partir de la L-arginina en un proceso
mediado por la enzima éxido nitrico sintasa (NOS). La NOS precisa de oxigeno

molecular, NADPH, tetrahidrobiopterina (BH4), dinucleétido flavin-adenina y

mononucleétido flavina para llevar a cabo este proceso?®32,

Existen tres isoformas de la NOS: la neuronal (nNOS o NOS 1), la
inducible (iNOS o NOS 1l) y la endotelial (eNOS o NOS 111)3%33, La eNOS y la nNOS
son constitutivas, mientras que la iNOS es inducible?®33, La nNOS se expresa en
neuronas y esta implicada en la regulacién a largo plazo de la transmision
sindptica y la regulacion de la presién sanguinea3#3>, La expresion de la iNOS
estd mediada por citoquinas, bacterias, lipopolisacédridos y otros agentes,
siendo un citotéxico en macréfagos, aunque pueda ser expresada por cualquier
célula. Una vez expresada, la iNOS se mantiene activada y no esta regulada por
las concentraciones intracelulares de Ca?*3*. La eNOS se localiza principalmente
en las células endoteliales, aunque también se puede encontrar en otros

tejidos.

El endotelio sintetiza NO de un modo pulsatil ante un aumento de Ca*?
intracelular que, unido a la calmodulina, regula tanto la actividad de la eNOS,
como de la nNOS34. El NO difunde hacia el musculo liso vascular, estimulando la
guanilato ciclasa soluble (GCs) y produciendo un aumento de los niveles de
guanosin monofosfato ciclico (GMPc), que disminuiradn la concentracion de Ca?*

en el citosol produciendo vasodilatacion, o hacia el lado luminal, donde inhibira
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la adhesién y agregacién plaquetaria, previniendo la trombosis y protegiendo
asi de la aterosclerosis3*. El NO es el vasodilatador méas potente derivado del
endotelio y la disfuncion endotelial esta asociada a una disminuciéon en su

sintesis 0 a un aumento de su inactivacion.
Hiperpolarizacion derivada del endotelio

La hiperpolarizacion derivada del endotelio (EDH) es un fendmeno que media

vasodilatacién una vez bloqueadas las vias de la COX y la NOS36-3°,

El factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) es un factor
difusible liberado por el endotelio que hiperpolariza el mudsculo liso causando
una vasodilatacion. La teoria mds aceptada es que este factor es el ion potasio
(K*), que saldria de la célula endotelial hacia el espacio mioendotelial a través
de los canales de K* activados por Ca*? (Kca). Hay tres tipos de estos canales,
segun la conductancia: los de alta (BKca), intermedia (IKca) vy baja conductancia
(SKca). Las arterias de resistencia poseen IKca y SKca®® pero en otros lechos
vasculares el EDH puede actuar a través de los BKca*'. Una vez en el espacio
mioendotelial, el K* entraria a la célula muscular a través de la bomba Na*- K*y
los canales rectificadores de K* contribuirian al proceso de hiperpolarizacién
haciendo salir mas K* de la célula muscular®®. Sin embargo, esta concepcién
implica un factor que colabore en la propagacién de la corriente
hiperpolarizante procedente del endotelio hacia el musculo. Recientemente
este concepto ha evolucionado hacia la denominaciéon de hiperpolarizacién
derivada del endotelio (EDH), indicando que no seria necesaria la contribucion
de un factor en particular en la propagacion de esta corriente*?. En este nuevo
escenario, cobrarian importancia las uniones gap mioendoteliales, que se han

propuesto como responsables de la relajacion persistente del EDH?%,



permitiendo la difusién de la corriente hiperpolarizadora. Sin embargo, el
funcionamiento exacto de este mecanismo estd por esclarecer y todavia es

necesaria mas investigacion al respecto®?.
Factores contractiles derivados del endotelio

Ademads, de las sustancias relajantes, el endotelio también es capaz de liberar
sustancias contractiles. En este sentido, el endotelio puede inducir la
vasoconstriccion mediante la liberacidn principalmente de TXA; y endotelina-1

(ET-1).
Tromboxano Az

El TXA; se sintetiza a partir de la PGH; gracias a la tromboxano sintasa. Actua
sobre el receptor TP e induce vasoconstriccion y agregacién plaquetaria344. En
situaciones patoldgicas, se observa un desequilibro en la via de la COX, a favor
de la produccién de TXA>*. Ademds hay una interaccion entre el receptor del
TXA;z (TP) y la PGI; (IP), de manera que cuando la funcion del receptor IP esta

alterada, la PGl podria unirse al TP e inducir vasoconstriccion®.
Endotelina -1

La ET-1 es liberada por el endotelio, el musculo liso vascular y varios tipos de
neuronas. A concentraciones elevadas produce un aumento de la inflamacién y
de la proliferacion de las células del musculo liso vascular®®. Se considera el
vasoconstrictor derivado del endotelio mas potente y predominante en el ser

humano?*®47,

La ET-1 actua sobre los receptores de endotelina-1 A (ET-A) y B (ET-B).

Los receptores de ET-A se localizan en las células musculares lisas vasculares y
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su activacion inicia la cascada de sefializacidn que incluye la fosfolipasa C (PLC) y
el inositol trifosfato (IP3) aumentando el Ca*? en el citosol y produciendo
vasoconstricciéon?’. Ademas, el receptor ET-A activa la proteina cinasa C (PKC),
relacionada con la vasoconstriccién y el crecimiento de las células musculares

lisas*’.

Los receptores ET-B tienen diferentes isoformas y estdn altamente
expresados en el endotelio, mientras que lo estan poco en la musculatura lisa
vascular. Se distinguen los receptores ET-B1, que se encuentra en las células
endoteliales y promueven la vasodilataciéon y los ET-B;, situados en la
musculatura lisa vascular que facilitan la vasoconstriccion®’. Los receptores ET-
B1 activan la eNOS mediante la via PI3K/AKT, aunque se han descrito otros
posibles mecanismos como la induccién de PGI,, EDH o la interiorizacién y el
metabolismo de la ET-1. Los receptores ET-B; siguen la misma ruta descrita para

los ET-AY,
Disfunciéon endotelial

Segun Deanfield y colaboradores la disfuncién endotelial representa un cambio
de fenotipo que normalmente afecta la via de sefializacion mediada por el NO?°,
Cuando se produce un desequilibrio, en los estadios iniciales no se observan
cambios en la estructura vascular, no obstante si estos cambios contintdan
desarrollandose originan la aterosclerosis, asi como diferentes eventos clinicos,
segun la naturaleza, extensién, duraciéon y combinacion de los estimulos pro-

inflamatorios26:22.48:43,

La disfuncion endotelial refleja un desequilibrio en las sustancias

vasoactivas derivadas del endotelio con tendencia a la vasoconstriccion,



especialmente por disminuir la biodisponibilidad del NO>%°!, aunque ésta no
tiene por qué ser la Unica causa®! ya que podrian estar alteradas la produccion
de prostanoides o la via de la EDH>2. La disfuncién endotelial desencadena
lesiones aterogénicas®3, alteraciones de los factores de coagulaciéon con
tendencia a la hipercoagulabilidad, aumento del estrés oxidativo>*, alteraciones
estructurales en la célula endotelial®® y se relaciona con enfermedades

cardiovasculares>°,
Factores de riesgo cardiovascular

Existen una serie de factores que influyen negativamente en la funcién
endotelial, entre los que podemos citar la obesidad®’, la dislipemia, con
hipertrigliceridemia y/o niveles bajos de cHDL®®, la hipertensién®®, la
hiperglucemia®® o la resistencia a la insulina® y todos ellos pueden encontrarse
en un paciente con SMet. A continuacién, detallaremos los principales
mecanismos patoldgicos que afectan a la funcién vascular en cada uno de los

factores de riesgo que definen el SMet.
Obesidad central

Para la OMS la obesidad es una enfermedad créonica multifactorial caracterizada
por acumulacién de grasa en el cuerpo y considerada como una epidemia tanto

en paises industrializados como emergentes®.

Seglin la OMS el indice de Masa Corporal (IMC) es un indice simple,
utilizado para clasificar el bajo peso, el sobrepeso y la obesidad en adultos, que
se define como el peso en kilogramos (kg) dividido entre el cuadrado de la
altura en metros (kg/m?). Los valores del IMC se consideran normales cuando se

sitian entre 18,50 y 24,99. A partir de 30 indican obesidad. No obstante, segun
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la definicion actual de SMet, entre los factores que lo describen encontramos el
perimetro abdominal y no el IMC. Un incremento del perimetro abdominal se

relaciona con la obesidad central y un mayor riesgo cardiovascular®?,

El tejido adiposo es un érgano endocrino activo, con funcién autocrina y
paracrina llegando a secretar mds de 50 hormonas y moléculas de
sefializacién®. Entre estas sustancias bioactivas denominadas adipocinas®
destacan la adiponectina, la leptina, la resistina, el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), las interleucinas 1 y 6 (IL-1, IL-6) y el inhibidor del activador del
plasmindgeno 1 (PAI-1)%. Ademas, el tejido adiposo regula el metabolismo de
los carbohidratos, los lipidos®®, los procesos inflamatorios y la funcién
endotelial®”®®, Por otra parte, se ha comprobado que la disfuncién de los
adipocitos y la liberacidon de substancias proinflamatorias es independiente de

las células inmunitarias, siendo mas bien, mediado por un cambio en su

metabolismo®°79.

Alrededor de los vasos existe un depdsito de grasa especializada,
denominado tejido adiposo perivascular (PVAT), que es de gran importancia
puesto que rodea a la mayoria de los vasos sanguineos, liberando factores
difusibles que modulan la reactividad vascular local y el estado inflamatorio,
pudiendo contribuir a los cambios fisiopatoldgicos observados en las
enfermedades cardiovasculares’>72, Asi pues, el endotelio y el PVAT participan
conjuntamente regulando el tono vascular. En situaciones patoldgicas como la
obesidad, el patrén de liberacidon de adipocinas por el PVAT se altera, asi la
adiponectina, que tiene efectos protectores contra la disfuncién endotelial, Ia
aterosclerosis y la hipertension por activar la via del NO, se encuentra

disminuida’3. Por el contrario, la obesidad se relaciona con un aumento del



TNF-a que causa un aumento en la produccion de ET-174. De hecho, la obesidad
estd asociada con una disrupcion vascular causada por un desequilibrio en el

sistema ET-1/NO’>, que dard lugar a una vasoconstriccion mediada por ET-1.

Por otra parte, el exceso de adiposidad central crea un estado
inflamatorio® 7% crénico de bajo grado que predispone a la resistencia a la
insulina®®. Esto sumado a un sistema hemostético desordenado conforman los
mecanismos clave para aumentar el riesgo de eventos aterotrombdticos’’.
Ademas la proteina de unién a acidos grasos en los adipocitos y la leptina
median disfunciones vasculares relacionadas con la obesidad al potenciar la

inflamacidn inducida por lipidos’®.

Por ultimo, la obesidad favorece un estado prooxidante. El estrés
oxidativo es un desequilibrio entre los sistemas oxidantes y antioxidantes que
resulta en un exceso en la produccién de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno (RONS). A nivel vascular la fuente mds importante de RONS es la
NADPH-oxidasa, que produce perdxido de hidréogeno (H20;) y anidn superdxido
(027)7°. Este ultimo se une al NO y forma peroxinitritos (ONOO)2° disminuyendo
la cantidad de NO disponible para vasodilatar y causando disfuncién
endotelial®l. Adema3s, el estrés oxidativo favorece el desacoplamiento de la
eNOS que dara lugar a la formacion de O aumentando el grado de estrés

oxidativo’?.

La figura 1 muestra la relacidon entre la obesidad y la disfuncion

endotelial.
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Figura 1: Disfuncion endotelial causada por la obesidad. La obesidad provoca
un aumento del estrés oxidativo que dard lugar a una disminucion del oxido

Y

Vasoconstriccion

nitrico (NO). La obesidad induce una alteracion en la secrecion de adipocinas,

con disminucion de la adiponectina, que conllevard a una reduccion de NO, y
aumento de interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
leptina, favoreciendo la inflamacion. La obesidad también induce un aumento
en la secrecion de endotelina-1 (ET-1) y por ende la vasoconstriccion. Todos

estos mecanismos dardn lugar a una disfuncion endotelial.




Dislipemia

La alteraciéon de la homeostasis atribuible a cambios patolégicos en la
utilizacion de lipidos o a cambios en la sefializacién intracelular debido a los
lipidos, se denomina lipotoxicidad®®®2, En estados como la obesidad, la
dislipemia se asocia a niveles altos de triglicéridos, reduccion de lipoproteinas
de colesterol de alta densidad (cHDL) y aumento de las lipoproteinas de baja

densidad (LDL)®3, que pueden dafiar el tejido vascular y sus funciones®2.

En la hipertrigliceridemia, se reduce la adherencia de la lipoproteina
lipasa al LDL y triglicéridos en el endotelio, facilitando que el LDL se hidrolice en
el higado formando mayor cantidad de nuevas particulas de LDL mas pequefias
y densas®. Estas nuevas particulas de LDL tienen una mayor afinidad por los
proteoglicanos endoteliales y facilitan su entrada al espacio subendotelial.
Ademas, son mas oxidables, en parte, debido a que no estan unidas a una
molécula de colesterol y tienen menor capacidad antioxidante, dando lugar al

LDL oxidado (LDLox)®3.

La eNOS se infiltra en las caveolas (invaginaciones ricas en colesterol
presentes en las células endoteliales) y el LDLox altera este complejo
disminuyendo la actividad de la eNOS848>. Al contrario, el cHDL tiene efectos
beneficiosos y se ha demostrado que previene el dafio inducido por el LDLox
sobre el complejo caveolar donando colesterol y estabilizando la caveola®28,
Estos eventos celulares son consistentes con los efectos proaterogénicos del

LDLox y los efectos protectores del colesterol cHDL®?,

La lipotoxicidad puede crear disfuncion endotelial favoreciendo la

aparicion de aterosclerosis®. Por una parte, los acidos grasos “in vitro” afectan
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al endotelio induciendo la liberacién de moléculas pro-inflamatorias®°2,

Ademas, la accion de la lipoproteina lipasa en la superficie de la célula
endotelial genera productos derivados de la lipdlisis que afectan negativamente
a la funcion del endotelio®®®°. Por otra parte, la cantidad de lipidos circulantes,
especialmente de LDLox genera dafio endotelial y predispone a |la
aterosclerosis. El receptor 1 de las LDLox (Lox-1) es el receptor primario en las
células endoteliales y su activacién produce apoptosis y disfuncién endotelial
mediada por estrés oxidativo. La activacion de Lox-1 estimula la NADPH oxidasa
y aumenta las cantidades de H,0, y de O,". Ambos inducen apoptosis via NF-KB.
Ademas la activacién de Lox-1 favorece el desacople de la eNOS vy la

consecuente disfuncién endotelial (Figura 2)°3°%,



Dislipemia
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Figura 2: Mecanismos lipotoxicos que conducen a la disfuncion endotelial. La
dislipemia, caracterizada por disminucion de las lipoproteinas de colesterol de
alta densidad (cHDL) y el aumento de la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDLox) provoca alteraciones en el complejo caveolar que reducen la
actividad de la eNOS. Ademds, las LDLox a través del receptor Lox-1 aumentan
la actividad de la NADPH oxidasa que contribuye al desacople de la eNOS,
menor produccion de oxido nitrico (NO) y por ende, disfuncion endotelial.
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Hipertension

La disfuncion endotelial no es una caracteristica especifica de la hipertension,
pues es comuln a la mayoria de los factores de riesgo cardiovascular . Sin
embargo, es indudablemente un sello caracteristico del paciente

hipertenso®®°’.

El sistema renina-angiotensina (RAS) juega un papel primordial en el
mantenimiento de la presién arterial a largo plazo y la activacién crdénica del
mismo conduciria a un estado de hipertensiéon. El incremento en la
vasoconstriccion debido a la ET-1 o inducido por un exceso de actividad

adrenérgica también se relaciona con la hipertensién.

El RAS se ha asociado con estrés oxidativo vascular, ya sea por aumentar
la funcidn de sistemas prooxidantes como la xantina oxidasa®°%-102 o |la NADPH
oxidasal®®1% o por disminuir la de ciertos sistemas antioxidantes como la
tioredoxina peroxidasa'®®, la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa o la
glutation peroxidasai®®!%’, Estos efectos son mediados por la angiotensina I
(AT-II) a través de su receptor 1 (AT1R), sin embargo, la activacion del
receptor 2 de la AT-Il (AT2R) se relacionaria con aumento de la actividad de
eNOS!%, por lo que su efecto favoreceria la funcién del endotelio. No obstante,
la evidente relacidon entre la activacidn del RAS y el aumento de estrés oxidativo
explicaria, al menos en parte, la disfuncién endotelial presente en los pacientes
hipertensos, que involucraria entre otros mecanismos, la produccion de ONOO"
y la consecuente disminucidn en la biodisponibilidad de NO. Los ONOO-
también pueden contribuir a una menor vasodilatacién por reducir la sintesis de
PGI,1%, tanto por parte del endotelio como de los adipocitosi®. Ademas, se

110

activaria la prostaglandina H sintasa, lo que llevaria a un aumento de TXA;'°y



por consiguiente a una mayor tendencia a la vasoconstriccién, agravando la

hipertension.

La concentraciéon plasmatica de ET-1 aumenta conforme lo hace la
severidad de la hipertensiéon!l. La ET-1 tiene efectos proinflamatorios e

112

hipertréficos!? y el bloqueo de sus receptores reduce la presién arterial y la

resistencia periférica en pacientes con hipertension leve o moderada®!3114,

Los efectos de la ET-1 se ven bloqueados por la accion del NO en estado
fisioldgico'!®, sin embargo en ciertas condiciones como la hiperinsulinemia, la
ET-1 reduce la sensibilidad a la insulina, contribuyendo a la resistencia a la

insulina y a la disfuncion endotelial!®,

El control del tono vascular supone un equilibrio entre los factores
vasoconstrictores y los vasodilatadores. En pacientes hipertensos se rompe este
equilibrio a favor de la vasoconstriccién debido a una mayor estimulacion de los
receptores alfa-adrenérgicos!!’. Existen dos tipos de receptores adrenérgicos
(AR), alfa (o) y beta (B)*8. Los AR a se localizan en el endotelio, las células
musculares lisas, la adventicia y las células nerviosas. La contraccién se debe
principalmente a los AR o en arterias de conductancia y a los AR o en arterias
de resistencial'®. La activacién de los AR a1 estimula la fosfolipasa C, que
hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). El IP3 aumenta la concentracion de Ca*? intracelular produciendo
contraccion. Los AR o estdn presentes en las uniones presinapticas y en las
células musculares lisas y su activacion produce la inhibicién de la adenilato

ciclasa.
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Los AR [3 se pueden encontrar en el endotelio y la musculatura lisal18-120
siendo el AR B, el dominante en el endotelio!?9121122 105 AR B causan
vasodilatacion a través de la activacion de la adenilato ciclasa y aumento del

AMPc. También pueden estimular la formacién de NO**,

El aumento de la actividad adrenérgica se relaciona con la obesidad y
con la hipertensién. La combinacién de ambas, es decir de la obesidad y la
hipertensién, contribuye a una mayor actividad simpatica’?. Sin embargo, el
aumento de la actividad simpdtica no esta siempre unido a un aumento de la
presion sanguinea. Un estudio reciente que utiliza un modelo de SMet en ratas
muestra como a pesar del aumento de la actividad simpatica, el endotelio es

capaz de mantener la presion arterial dentro de los limites fisioldgicos*?4.

Por otra parte, se ha visto que la insulina plasmatica, el indice de
resistencia a la insulina y los triglicéridos se relacionan positivamente con los
niveles de noradrenalina plasmaticos, mientras que se relaciona negativamente

con el cHDL12>:126,

La figura 3 muestra como el aumento de AT-Il, ET-1 o de tono simpatico

se relaciona con la disfuncién endotelial y la hipertension.



AAT-II $ET1 4 Tono

simpdtico
Y l
A A
Estrés -
t o Vasoconstriccidon |« 4 NE
oxidativo
F N

Y
4 ONOOr » { PGl

Y
Disfuncidn endotelial Hipertension

Figura 3: Relacion entre la angiotensina Il (AT-ll), la endotelina-1 (ET-1) y el
tono simpadtico con la disfuncion endotelial y la hipertension. El aumento de la
angiotensina Il (AT-1l) favorece la vasoconstriccion y el estrés oxidativo. Este
ultimo incrementa los niveles de peroxinitritos (ONOO’), reduciendo Ila
biosdisponibilidad de NO y llevando a la disfuncion endotelial. Ademds de
disminuir los niveles de prostaciclina (PGl;), lo que producird un incremento del
tono vascular. Por otra parte, el aumento en la sintesis de endotelina-1 (ET-1) o
el incremento del tono simpdtico, a través de la liberacion de norepinefrina (NE),
aumentardn la vasoconstriccion.
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Hiperglucemia

La hiperglucemia es el principal factor en el desarrollo de la disfuncién
endotelial en pacientes con diabetes mellitus®¥'?’. La disfunciéon endotelial
inducida por la hiperglucemia se asocia a un incremento de las RONS'%,
aumento de la activacion de la proteina cinasa C (PKC) y glicosilaciéon avanzada

de proteinas (AGEs)'?°,

El aumento de estrés oxidativo es un desencadenante clave de la

disfuncién endotelial al reducir la biodisponibilidad del NO*%°,

La PKC reduce la actividad de la eNOS a través de la inhibicién de la
fosforilacion de treonina*® y serinal’’. También aumenta la actividad de la
unidad p65 del factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB) que regulard al alza la transcripcién de genes

proinflamatorios.

La formacién de precursores de AGEs es un proceso que ocurre en
situaciones fisioldgicas, pero su exceso debido a la hiperglucemia da lugar a un
exceso de glicosilaciéon de proteinas celulares y plasmaticas, que modifica y

activa los receptores de las AGEs, favoreciendo la inflamacion.

Ademas, los niveles vasculares de proteina C reactiva (PCR) estdn
elevados en la hiperglucemia, lo cual es importante porque la PCR disminuye la

estabilidad del mRNA para la eNOS, reduciendo asi la sintesis de NO31.132,

Por otra parte, la dimetilmetilarginina asimétrica (ADMA), un inhibidor
enddégeno de la eNOS, aumenta en la hipercolesterolemia, hipertensiéon o

diabetes mellitus causando baja biodisponibilidad de NO*33,



Por ultimo, la actividad del EDH se altera en estados de enfermedad
tales como hipertensién o diabetes'3137, De hecho, las concentraciones
elevadas de glucosa pueden reducir la vasodilatacion mediada por Ia
hiperpolarizacion en arterias de resistencial® y de conductancia'®. No
obstante, el papel del EDH es mas importante en vasos de resistencia que en los
de conductancia, ya que en estos ultimos la vasodilatacion depende
fundamentalmente del NO%’. Todavia estan por esclarecer los mecanismos por
los cuales la hiperglucemia produce la inhibicién de la propagacién de la

corriente hiperpolarizante entre las células endoteliales'38140,

La figura 4 resume los principales mecanismos por los cuales la

hiperglucemia conduce a disfuncién endotelial.
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Hiperglucemia

h A r
fPCrR 4 Estrés oxidativo 1 PkC 4 AGEs 4 ADMA ¥ EDH
A / v v v v
¥ mRNA ¥NO 4 Inflamacién ¥ Vasodilatacion
eNOS

1
Disfuncidn endotelial

Figura 4: Disfuncion endotelial inducida por la hiperglucemia. Concentraciones
elevadas de glucosa cursan con aumento de la proteina C reactiva (PCR), que
reduce la estabilidad del mRNA de la eNOS, y consigo la produccion de oxido
nitrico (NO). A su vez, la hiperglucemia produce un aumento del estrés oxidativo
y la proteina cinasa C (PKC), que reducen el NO. La PKC junto con el aumento de
los productos de glicosilacion avanzada (AGEs) favorecen la inflamacion. Los
niveles de la dimetilarginina asimétrica (ADMA) se elevan y se reduce la
hiperpolarizacion derivada del endotelio (EDH), reduciendo la vasodilatacion.



Resistencia a la insulina

Clinicamente la resistencia a la insulina es la incapacidad para aumentar la
captacién y utilizacion de glucosa dependiente de insulina (exdgena o
enddgena) en los tejidos, asi como suprimir la produccion de glucosa
hepética'*l. En los seres humanos, la resistencia a la insulina se empieza a
desarrollar mucho antes de que aparezca la diabetes mellitus tipo 2142143 y estd
asociada claramente a un aumento de riesgo cardiovascular®. La
hiperinsulinemia es el factor clave en la resistencia a la insulina en pacientes
normoglicémicos y no diabéticos, siendo causa de la disfuncion endotelial en
individuos sanos'®. La insulina induce relajacién de los vasos y consigo un
aumento en general del flujo sanguineo, incrementando la perfusidn

microvascularl?e,

El mecanismo por el cual la resistencia a la insulina conduce a la
disfuncién endotelial es complejo e implica la accion de mediadores de la
inflamacién derivados de la grasa visceral, higado y musculo. Por tanto, la
resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia compensatoria poseen también un

efecto de toxicidad vascular, principalmente a nivel endotelial'#’.

La vasodilatacion inducida por la insulina empieza con la unién de ésta a
su receptor (IR), que produce la autofosforilacién de los residuos de tirosina de
la subunidad B. El receptor fosforilado hace que se incorpore fosfato a otra
molécula llamada sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1). El IRS-1 fosforilado
activa la fosfatidilinositol 3 cinasa (PIK-3), que estimula la cascada de
sefalizacidon que produce IP3, que a su vez activa la proteina cinasa dependiente

de fosfoinositol, que fosforila y activa el Akt. El Akt fosforilado activa la eNOS
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por fosforilacion de la serinal”’, incrementando la actividad enzimatica y la

produccion de NO8,

A su vez, la estimulacion del IR activa el factor intercambiador de
nucleétidos de guanina SOS, que produce la conversién de guanosin
monofosfato (GDP) a guanosin trifosfato (GTP) activando la via de la proteina
cinasa activadora de mitogeno (MAPK)*'. La via MAPK induce sefiales de cinasas
como la proteina activadora de la mitogen cinasa (MEK)*” y la proteina cinasa
reguladora de sefiales extracelulares (ERK) %49, que regulan el crecimiento,
proliferacién, diferenciacion y secrecion de proendotelina (pro-ET), y que
generan ET-1 mediante la activacion de la via enzima convertidora del

endotelio?’.

En condiciones fisioldgicas, la insulina produce vasodilatacion mediante
la liberacion de NO, pero en estado de resistencia a la insulina, el mecanismo
que predomina es a favor de la sintesis de ET-1 vy, por tanto,

vasoconstriccién®”11>144 (Figura 5).



Insulina

A 4

Via Akt/eNOS

Y

Vasodilatacion

~~

Y

Via MAPK/ET-1

$ET1

Y

Vasoconstriccion

~~

Predominio en
estado fisioldgico

Predominio en
resistencia a la insulina/
hiperinsulinemia

Figura 5: Vias de sefalizacion a nivel endotelial debidas a la activacion del
receptor de insulina. En situacion fisiolégica, la insulina activa la via Akt/eNOS
dando lugar a la formacion de dxido nitrico (NO), produciendo un aumento de la
vasodilatacion. Por otro lado, en condiciones de resistencia a la insulina, se
activa la via MAPK/ET-1 y consigo la vasoconstriccion
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Sindrome metabdlico y funcion vascular

El SMet se relaciona con un mayor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares y la disfuncion vascular en general y la endotelial en particular,
supone uno de los mecanismos patoldgicos subyacentes en la enfermedad

cardiovascular.

Como ya hemos mencionado al inicio de esta tesis, un paciente seria
diagnosticado de SMet si padeciera tres de los cinco factores siguientes:
obesidad abdominal, triglicéridos elevados, cHDL reducido, presiéon arterial
aumentada y niveles de glucosa elevados en ayunas o diabetes mellitus tipo 2.
Todos estos factores tienen en comun un dafo a nivel vascular que se inicia en
el endotelio y que producira complicaciones cardiovasculares a la larga. El
estrés oxidativo esta presente en todos los factores que se dan cita en el SMet y
conduce a la disfunciéon endotelial, considerada el primer paso hacia la
aterosclerosis'®. En el SMet también estd presente la inflamacién y como
mecanismo relacionado con ésta cabe mencionar el papel del receptor activado

por proliferadores peroxisdmicos y (PPARy) que puede mejorar el metabolismo

151-153 154-

de los lipidos en la obesidad, hiperglicemia o resistencia a la insulina

156

En la presente tesis estudiamos la reactividad de tres arterias: aorta,
cardtida y renal, procedentes de conejos con SMet inducido por la dieta. El
objetivo general es esclarecer los mecanismos responsables de las posibles
alteraciones vasculares que explicarian el alto riesgo cardiovascular presente en

estos pacientes.



Existen diferentes protocolos experimentales para inducir un SMet
mediante la dieta. Evidentemente, el tipo de SMet que se desarrolle dependera
de la especie escogida para el estudio. Las dietas pueden ser altas en grasas, en
azucares o en ambos. La fructosa es el carbohidrato mas eficaz en la induccién
del SMet en la rata’’. Respecto a las grasas, se remarca su papel dosis-

157" concluyendo que la

dependiente en el desarrollo del sindrome metabdlico
dieta alta en grasa y alta en fructosa en animales de experimentacién es la que

induce cambios mas similares a los descritos en humanos con SMet*’.
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Hipdtesis v objetivos







Hipétesis
El SMet es un conjunto de factores que incrementa el riesgo cardiovascular, por
lo que cabria esperar una alteracién endotelial, con una menor tendencia a la

vasodilatacién y/o mayor tendencia a la vasoconstriccion.

Objetivo general

Nuestro estudio se centra en analizar la reactividad vascular en las arterias
aorta, cardtida y renal de conejos con SMet y compararla con conejos control,
con la finalidad de estudiar si existen alteraciones de la funcién vascular. Para
ello, se analiza la respuesta a diferentes agonistas contractiles y relajantes.
Ademas con el fin de profundizar en los mecanismos subyacentes a nivel
vascular que pudiesen ser los responsables de los cambios observados en la
reactividad vascular se analiza la expresion proteica relacionada con algunas de
las vias clave que se alteran en las enfermedades que cursan con disfuncién

vascular.

Objetivos especificos

1. Estudiar la respuesta contractil al KCl, norepinefrina y ET-1 en aorta
abdominal, arteria cardtida y renal procedentes de conejos control y con
SMet.

2. Estudiar la respuesta relajante dependiente (respuesta a la Ach) e
independiente (respuesta al NP) de endotelio en aorta abdominal,
arteria carétida y renal procedentes de conejos control y con SMet.

3. Determinar la expresién proteica de los receptores adrenérgicos ai y B2,
asi como la expresién de ambos receptores parala ET-1, Ay B (RET-A, R

ET-B) en aorta abdominal de conejos control y con SMet con el fin de
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profundizar en dos posibles mecanismos que pudieran estar alterado en
el SMet (el sistema adrenérgico y la via de la ET-1).

Determinar la expresion proteica de la éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS), los canales de potasio activados por calcio de alta conductancia
(BKCa), la cobre/zinc superdxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), la manganeso
superoéxido dismutasa (Mn-SOD), la NADPH oxidasa 4 (Nox-4) en aorta
abdominal de conejos control y con SMet con el fin de analizar las vias
de relajacion dependientes de NO, hiperporalizacidon relacionada con
canales de K* y estrés oxidativo.

Determinar la expresion proteica de la éxido nitrico sintasa inducible
(iNOS) vy la ciclooxigenasa 2 (COX-2) en aorta abdominal de conejos
control y con SMet, con el fin de determinar indicios de inflamacién a
nivel vascular.

Determinar la expresion proteica del receptor gamma activado por
proliferadores peroxisémicos (PPARy), la serina- treonina cinasa Akt y
Akt fosforilada (P-Akt) en aorta abdominal de conejos control y con
SMet con el fin de valorar la activacion de la eNOS por medio de esta

via.
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Grupos de estudio

Para la realizacion de este estudio se usaron 24 conejos macho de la raza New
Zealand White, de 16-18 semanas y peso medio de 4550 + 180 g al inicio del
estudio. Los animales estuvieron estabulados durante veintiocho semanas en la
Unidad Central de Investigacién de la Facultad de Medicina de la Universitat de
Valéncia a una temperatura de 20 £ 1.5°C, una humedad de 50+ 5 % vy con 12
horas de luz. Los animales fueron divididos aleatoriamente en dos grupos
alimentados ad libidum con dos dietas diferentes: el grupo control alimentado
con una dieta apropiada para el mantenimiento de un conejo adulto (23.4% de
proteinas, 11.1% de grasa y 65% de carbohidratos)®8, y el grupo SMet
alimentado con una dieta alta en grasa y en fructosa con un 43,1% de grasa
(10% de aceite de coco hidrogenado y 5% manteca de cerdo), un 42,2% de
carbohidratos (15% de sucrosa disuelta en agua) y un 15,7% de proteinas
(S9052-E020, Sniff, Soest, Germany). La ingesta caldrica del grupo SMet fue un
66,7% mayor que la del grupo control. La puesta a punto del modelo

experimental se puede consultar en Arias-Mutis et al. (2017)*>°.

Los experimentos se realizaron cumpliendo la normativa ética
establecida por la Comunidad Europea (Directiva 2010/63/EU) y bajo la previa
aprobacion del Comité de ética de la Universitat de Valencia. El presente
trabajo experimental se desarrollé haciendo uso de aprovechamiento de
especie bajo la autorizacion de los procedimientos 2014/074 tipo 2 y

2015/VSC/PEA/00049 tipo 2.
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Mediciones y extraccion de muestras

La medicion de los pardmetros morfoldgicos (longitud, altura, peso y
circunferencia abdominal) se realizd antes de empezar el estudio y a las 28
semanas del protocolo experimental. EI IMC se midié dividiendo la masa (en

kilogramos) entre la multiplicacion de la longitud por la altura (en metros).

Se midié la glucosa, triglicéridos, cHDL y LDL en plasma y se realizé un
test intravenoso de tolerancia a la glucosa. Todas las pruebas tuvieron lugar
antes de empezar la dieta y a las 28 semanas, después de 7 horas de ayuno. La
extraccion de muestras para evaluar estos pardmetros se realizé mediante la
canulacién de la vena auricular y el test de tolerancia a la glucosa se midié antes
y a los 180 minutos de la ingesta de un bolo con el 60% de glucosa (0.6g Kg?). La
glucosa fue determinada mediante un glucometro (Contour Next, Bayer,
Leverkusen, Alemania)**°. La recoleccién de muestras se hizo en tubos EDTA
(BD Vacutainer, Plymouth, Reino Unido), guardados en hielo y centrifugados a
1500 g durante 15 minutos a 4°C, para posteriormente, extraer y guardar el
plasma a -80°C. Las muestras fueron analizadas por un laboratorio externo
realizando procedimientos enzimaticos estandarizados (Immunovet, Barcelona,

Espaiia).

Para evaluar la presidon sanguinea se sujetd a los animales en un
retenedor de plastico y se realizé el mismo proceso de canulacion descrito
previamente, después de ser anestesiados localmente (EMLA, Astra Zeneca,
Madrid, Espafia). A través del catéter y mediante un transductor de presiones
(Model 60—3003, Harvard Apparatus, Holliston, MA), la sefial fue enviada a la
unidad Power Lab (Power Lab 2/26, AD Instruments, Oxford, UK) vy



posteriormente analizada mediante Labchart (AD Instruments, Oxford, UK), a
una frecuencia de 1KHz. El analisis de los registros para procesar y calcular la
presidon media, sistélica y diastdélica se produjo en los ultimos 5 minutos de un

registro de 20 minutos.

Una vez sacrificado el animal, se extrajeron las arterias (aorta
abdominal, carétida y renal), mediante laparotomia abdominal y seccién
longitudinal anterior del cuello, para ser guardadas en una solucidn salina (NacCl
0.9%) a 4°C de temperatura hasta su montaje en el bafio de érganos para el

registro de la tensién isométrica.

Dos segmentos de aproximadamente 5 mm de cada uno de los
especimenes vasculares se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -
20°C para el estudio posterior de la expresién proteica mediante western blot

(WB).
Caracterizacion del modelo

El modelo fue efectivo para inducir un SMet, tal y como lo indican los

parametros morfolégicos y bioquimicos (Tabla 3).

La longitud y altura no varié entre ambos grupos, no obstante, el
aumento de peso en el grupo SMet fue del 23,9% respecto al control, pasando
de 4,6 +0,3kg a 5,7+0,4 kg (P<0,05). El IMC pasé de 32,9+ 2,5 en el grupo
control a 40,2 £ 4,2 en el SMet (P<0,05). La circunferencia abdominal pasé de
40,0+ 1,2 cm a 49,0+ 3,1 cm (P<0,05). La presidon sanguinea media (PAM),
sistélica (PS) y diastdlica (PD) también se vieron afectadas por la dieta,
aumentando sus valores en el SMet (94,4 +5,3 vs 82,1+ 3,2 mmHg, P<0,05

para la PAM en SMet y control respectivamente; 110,4+9,3 vs 98,3+9,8
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mmHg, P<0,05 para la PS en SMet y control respectivamente y 84,3 £6,5 vs
72,5 + 4,7 mmHg, P<0,05 mmHg para la PD en SMet y control respectivamente).
Tras la evaluacion del metabolismo de la glucosa, se observé que el SMet tenia
aumentada tanto la glucosa sanguinea en ayunas (117 =11 vs 101 + 10 mg/d|,
P<0,05, para el SMet y control respectivamente) como los valores de esta tras
la ingesta del bolo (110+ 12 vs 96 + 6 mg/dl, P<0,05, para el SMet y control
respectivamente) indicativos de un estado de prediabetes. Por ultimo, el
analisis del perfil lipidico mostré un aumento plasmatico de triglicéridos
(73,6 £32,3 vs 29,8+13,4 mg/dl para el SMet y control respectivamente
P<0,05) y LDL (10,7+3,8 vs 53+2,1 mg/dl para el SMet y control
respectivamente), un descenso del cHDL (7,8 +5,7 vs 13,3 +5,3 para SMet y

control respectivamente) y sin cambios en el colesterol total.

Por tanto, acorde con los criterios establecidos por el consenso de 2009
para el diagndstico del SMet, nuestro modelo cumple con al menos 3 de los
factores de riesgo, de hecho, obtenemos los cinco factores: obesidad central,
disglucemia o estado de prediabetes, hipertensién arterial, hipertrigliceridemia

y bajos niveles de HDL.



Tabla 3: Caracteristicas del modelo de sindrome metabdlico (SMet). Las

medidas se expresan como la media * desviacion estdndar.

Longitud

Altura

Masa (Kg)

Circunferencia (cm)

IMC (Kg/m?)

Energia consumida por dia (Kcal)
Presion sanguinea media (mmHg)

Presidn sistolica (mmHg)

Presion diastdlica (mmHg)
Glucosa en ayunas (mg/dl)

Test de tolerancia a la glucosa (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl)
cHDL (mg/dl)

cLDL (mg/dI)

Control

53,8+1,1

26,1+1,3

4,6+0,3

40,0+1,2

329+25

322+8

82,1+3,2

98,3+9,8

72,5147
101+10

96+6

29,8+13,4

13,3+5,3

53%2,1

MetS

54,4+1,9
259+1,5
5,7+0,4%
49,0+ 3,1*
40,2 £ 4,2*
537 +41*
94,4 £5,3*

110,4 £9,3*

84,3 £6,5*
117 £ 11*

110 + 12*

73,6 £32,3*

7,8+5,7*

10,7 +£3,8*

*¥P<0,05 vs control. IMC: indice de masa corporal; cHDL: lipoproteinas de
colesterol de alta densidad; LDL: lipoproteinas de colesterol de baja densidad.
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Estudio de la reactividad vascular

Preparacion y aislamiento de las muestras para el estudio de la

reactividad vascular

Los vasos fueron aislados en una placa Petri con solucién de suero salino
fisiologico (NaCl al 0.9%), donde se limpiaron cuidadosamente, eliminando los
restos de tejido conectivo y graso adheridos y evitando dafar la arteria.
Después se cortaron en anillos de 3 mm de longitud. A continuacién, los
segmentos vasculares se montaron en un bafio de érganos, colocando, a través
de la luz del vaso, dos alambres de acero inoxidable con un didmetro de 1,5
mm: uno de los alambres se sujetaba a la estructura de forma fija, mientras que
el otro era movil, con desplazamiento paralelo al primero y unido a un
transductor de fuerza (FT 03 Grass). Este montaje se sumergié en una solucion
modificada de Krebs Henseleit, compuesta por (mmol/l): NaCl, 115; KCl, 4,6;
MgCl;-6H,0, 1,2; CaCl,, 2,5; NaHCOs, 25; glucosa, 11,1; EDTA disédico, 0,01;
acido ascorbico 0,014; y un tampédn organico (MOPS,) 6,5). La solucion estuvo
constantemente burbujeada con carbégeno (95% de Oz, y 5% de CO3),
manteniendo un pH entre 7,3 y 7,4 y una temperatura constante de 37°C
gracias a un circuito de agua cerrado que rodea todo el sistema. Una vez
montadas las arterias se aplicd la tensién pasiva dptima usando el tornillo
micrométrico unido al transductor isométrico (UF1 Pioden Controls Ltd), que
tiraba del alambre moévil. Los cambios en la tensién se registraron en un
ordenador utilizando el programa informatico Chart, versién 7, y mediante el
sistema de adquisicion de datos MaclLab/8e (ADInstruments, Mountain View,

California, Estados Unidos).



Conversor
Analégico-Digital
MacLab/8e Software Chart v 3.4/s

Macintosh

ESTIMULADOR
~—— TRANSDUCTOR

[ —
~—— AGUA 37°C

i

ELECTRODOS T ~ l
DE PLATINO =) SEGMENTO

95% O,
5% CO2

Figura 6: Sistema de baio de organos para el registro de la tension isométrica
y andlisis de la reactividad vascular.

Determinacion de la tensidn pasiva éptima

En un grupo de experimentos preliminares se procedié a determinar la tensién
basal pasiva éptima para cada una de las arterias estudiadas. El procedimiento
consiste en inducir una contraccién maxima con KCl (60 mM) después de
exponer los anillos a diversas tensiones pasivas (1, 2, 3y 4 g). La tensidon pasiva
a la que se obtuvo la maxima respuesta fue considerada como la tensién éptima
de reposo. La tensidn pasiva éptima para la aorta abdominal fue de 3g y para

las arterias carétida y renal de 1g.

Una vez montados los segmentos vasculares se dejaron estabilizar

durante una hora, renovando la solucion de Krebs-Henseleit cada 15 minutos.
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Transcurrido ese tiempo, se inicié el protocolo experimental con la obtencién
de las curvas concentracion-respuesta para cada uno de los agonistas

estudiados.
Obtencién de las curvas concentracion-respuesta

Agonistas contrdctiles

Se construyeron curvas concentracién-respuesta al KCl (5-100 mM) en los tres
lechos vasculares de los dos grupos de estudio para determinar si el SMet
alteraba la respuesta contractil no dependiente de receptor. También se
realizaron curvas concentracion-respuesta a agonistas contractiles

dependientes de receptor como la NE (10°-3x10°M) y la ET-1 (10'12-107M).
Agonistas relajantes

Las curvas concentracién-respuesta a agonistas relajantes fueron realizadas en
presencia de un tono de contraccién obtenido con una concentraciéon de NE tal
gue produjese aproximadamente el 70% de la contraccion maxima al KCl (60
mM) en cada segmento vascular estudiado. En esta situacién se analizd el
efecto vascular de los agonistas relajantes anadiendo al bafio concentraciones

crecientes de Ach (10°-3x10°M) y NP (10°-3x10°°M).

Para construir todas las curvas concentracién-respuesta, las dosis
administradas fueron acumulativas y se dio la siguiente dosis cuando la anterior

habia alcanzado su efecto maximo.
Estudio de la expresion proteica por western blot

El WB es una técnica de biologia molecular para identificar proteinas extraidas

de células o tejidos y analizarlas segun su peso molecular®®, Las muestras



extraidas se descongelaron en hielo para dividirlas en porciones de 50 mg,
sumergirlas en un regulador de degradacidn proteica (“buffer de lisis”) (0,125
M, pH 6,8, 2% SDS, 19% glicerol y 1% inhibidor de proteasas) en un microtubo
de 1,5 ml. A continuacién, los microtubos se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 20 minutos a una temperatura de 4°C. Se recogio el sobrenadante y se
determind la concentracién proteica total mediante el método de 4cido

bicinconinico (BCA), usando una curva estandar de seroalbumina bovina (BSA).
Separacion y transferencia de las proteinas

Tras conocer la concentracién proteica de las muestras, se afadié 0,5% de la
fraccion volumétrica (V/V) de 2-mercaptoetanol y 1% de azul de bromofenol,
para seguidamente calentar durante 5 minutos a 95°C. La separacidon de
proteinas se realiz6 mediante electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE
(sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). Para ello, se
anadieron entre 20 - 30 pg de proteina (que segun estudios previos de nuestro
laboratorio estarian dentro del intervalo de linealidad) de cada muestra en
geles de resolucién, con un gradiente de poliacrilamida de 4 al 15%,

dependiendo del peso molecular a estudiar.

La electroforesis se realizd en el sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio Rad),
gue contenia el amortiguador de migracidn (Tris 25mM, glicina 200mM vy SDS al
0.1% p/v, pH 8,3). Para la electroforesis se aplicé un voltaje constante de 140
voltios durante 50-60 minutos. Una vez terminada la electroforesis, las
proteinas fueron transferidas en un medio hiumedo a una membrana de
difloruro de polivinidileno (Bio.Red, Hércules, CA, EE.UU.), activada
previamente con metanol. Para la transferencia se usd un tampdn de
transferencia (Tris 25mM, 190mM glicina y 20% de metanol), aplicando durante
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1 hora un voltaje de 40 voltios a 4°C. Para verificar la eficacia de la transferencia
y determinar el tamafio de las proteinas se usd una proteina estandar

multicolor (Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard , GenScript).
Immunodeteccion

Las membranas se incubaron con una solucién de bloqueo de las uniones
inespecificas. La solucién estaba compuesta por BSA al 5% en TBS-Tween
(Tris-Cl 20mM, NaCl 150mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5). Durante el bloqueo, las
incubaciones permanecieron en agitacién suave durante 1 hora a temperatura
ambiente. Seguidamente, las membranas se incubaron durante toda la noche

con el anticuerpo primario (Tabla 3), diluido en la solucién de bloqueo.

Al dia siguiente, las membranas se lavaron con TBS-Tween (3 lavados de
10 minutos) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario correspondiente (anti-conejo, Ref. 7074; Cell Signaling
Technology, diluciéon 1:1000 o anti-ratén, Ref. 31430; Thermo Fisher Scientific,
dilucién 1:10000,), junto con la encima peroxidasa de rdbano picante (HRP),

diluida en la solucién de bloqueo.

Para finalizar, se lavaron las membranas con TBS-Tween tres veces
durante 10 minutos para eliminar el exceso de anticuerpo secundario. A
continuacion, se incubaron con el reactivo comercial ECL (Pierce, Thermo
Scientific), para detectar mediante quimioluminiscencia los anticuerpos unidos
a HRP. La actividad de la peroxidasa se valoré mediante el sistema ImageQuant
LAS-4000 (GE Healthcare Life Science, Barcelona, Espafia) y la sefial obtenida se

cuantificd por densitometria utilizando el programa informatico Image J.


https://www.genscript.com/molecule/M00624_250-Broad_Multi_Color_Pre_Stained_Protein_Standard.html

La Tabla 4 recoge la informacién relativa a los anticuerpos primarios

utilizados en este estudio.

Tabla 4: Anticuerpos primarios usados para la determinacion de la expresion
proteica por western blot.

Anticuerpo

R a1

R B2

R ET-A

RET-B

eNOS
BKca

Cu/Zn-SOD

Mn-SOD

NOX-4

iNOS

COX-2

PPARy

Aktl
P-Aktl

a-tubulina

Peso
molecular (KDa)
50

48

48
50
130
115

16

26

67

130

70

50

62
60

55

Dilucion

1:500

1:1000

1:1000

1:5000
1:500
1:500

1:500

1:500

1:500

1:1000

1:100

1:1000

1:500

1:500

1:1000

Referencia

NB100-
78585

NBP1-
19562

Ab85163
Ab117529
21170-2
Ab3586

MA1-105

PAS-30604

NB110-

58849SS

PA5-17106

PA5-17614

MAS5-14889

Sc-5298

Sc-293125

SC-5286

Lote

39391

CJ36131

GR280421-1
GR258859-8
8715

GR3172863-

10

RJ242216

SD2376843

P-1

NE1552939

RK2295111

SD2365741A

L0114

D0114

K0215

Casa comercial

Novus
Biologicals

Novus
Biologicals

Abcam
Abcam
Signalway

Abcam

Thermo Fisher

Scientific

Thermo  Fisher

Scientific

Novus
Biologicals

Thermo  Fisher

Scientific

Thermo  Fisher

Scientific

Thermo  Fisher

Scientific

Santa Cruz
Santa Cruz

Santa Cruz

R ai: Receptor adrenérgico alfa 1; R B2: Receptor adrenérgico beta 2; R ET-A:
Receptor endotelina A; R ET-B: Receptor endotelina B; eNOS: Oxido nitrico
sintasa endotelial; BKc: Canales de potasio activados por calcio de alta
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conductancia; Cu/Zn-SOD: /Cobre/Zinc superdxido dismutasa; Mn-SOD:
Manganeso superdxido dismutasa: NOX-4: NADPH oxidasa 4; COX-2:
Ciclooxigenasa 2; PPARy: receptor gamma activado por proliferadores
peroxisomicos: P-Akt: Akt fosforilada.

Analisis de los datos

La concentracion eficaz 50 (CEso), es decir, la concentracion que produjo la
mitad del efecto maximo (Emax), fue determinada por las curvas de
concentracion respuesta mediante un andlisis de regresion no linear vy
expresada como pD; (-logECso). Las diferencias entre grupos se determinaron

mediante el estadistico T Student con una significancia estadistica de P<0,05.

Los resultados de reactividad vascular se presentan como la media
+ error estandar (e.e.) y los de expresién proteica como la media * la desviacion

estandar.

La contraccion al KCl se representa como mg de contraccién y a la NE y
a la ET-1 se expresa como el porcentaje de contraccidn con respecto al KCl 100
mM. La relajacion a la Ach y al NP se expresan como porcentaje de relajacién
con respecto a un estado de precontraccion previo que se obtiene con NE
(concentracion suficiente para producir un 75% de la contraccion maxima al KCl

100 mM).



Resultados







Estudio de la respuesta vascular contractil en aorta,

arteria carétida y arteria renal

Respuesta al cloruro potasico (KCl)

Con el objetivo de estudiar la capacidad contractil de cada uno de los lechos
vasculares utilizados en el presente estudio, aorta, arteria cardtida y arteria
renal, se realizaron curvas concentracidn-respuesta al KCl (5-100 mM). El
resultado fue una contracciéon dependiente de la concentracidn, que no se
modific6 en presencia de SMet en ninguno de los tres lechos arteriales

estudiados (Tabla 5 y Figura 7).

El mecanismo de contraccidon del KCl es independiente de receptor e
involucra la entrada de Ca*? a la célula muscular lisa a través de canales de Ca*?
voltaje-dependientes. Por lo que nuestros resultados indican que el SMet no

altera la entrada de Ca*2 al musculo liso vascular.

Tabla 5: Valores de concentracion eficaz 50 (CEsg, molar, M), su intervalo de
confianza del 95% (IC 95%) y del efecto mdximo (Emax) + error estdndar (e.e.)
en respuesta al cloruro potdsico en segmentos de aorta, cardtida y renal
procedentes de conejos control y con sindrome metabdlico (SMet).

Cloruro Control SMet
potasico

=]

CEso (IC 95%) Emax * e.e.

=]

CEso (1C 95%) Emax + e.e
Aorta 5 36,17(28,94-45,21) 6357+251 5 37,22(31,93-43,38) 6249 + 919
Carétida 8 36,08(31,85-40,87) 4315+251 8 41,44(36,77 - 46,70) 4086 + 214

Renal 7 30,78(30,83-43,68) 7937986 7 47,74(44,21-51,55) 9087 £ 1149

n: nimero de conejos.
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Figura 7: Respuesta al cloruro potdsico (KCl) en anillos de aorta, carédtida y
renal de conejos control y con sindrome metabdlico (SMet).



Respuesta a la norepinefrina

Para estudiar si la respuesta adrenérgica se modificaba en presencia del SMet
se realizaron curvas concentracidn-respuesta a la NE (10°-3x10°M) en los tres
segmentos vasculares estudiados. La NE indujo una contraccion que fue
dependiente de la concentracion y que no se alteré en presencia del SMet en
ninguna de las tres arterias estudiadas. Estos resultados indican que la
respuesta vascular mediada por los AR no es modificada por el SMet (Tabla 6 y

Figura 8).

Tabla 6: Valores de pD; + error estdndar (e.e.) y del efecto maximo (Emax) *
error estdndar (e.e.), en respuesta a la norepinefrina en segmentos de aorta,
cardtida y renal procedentes de conejos control y con sindrome metabdlico
(SMet).

Norepinefrina Control SMet
n pD2 t e.e. Emax * e.e. n pD: t+ e.e. Emax t e.e.
Aorta 3 6,70+ 0,16 2109 3 6,46 £ 0,17 194 + 18
Carétida 7 5,63 10,13 137+ 15 7 5,40 £ 0,09 145 + 18
Renal 5 6,49 + 0,10 181 £ 23 5 6,35+0,12 196 £ 23

n: nimero de conejos.

pag. 73



Aorta

250 A

200

150
@ Control

100 O sMet

Contraccidn (%KCl 100 mM)

50

Norepinefrina (-log M)

Carétida Renal
160 - 250

140 A

200 -
120 A

100 A 150 -

80 -
60 - 100 -

40

Contraccion (%KCl 100 mM)
Contraction (%KCl 100 mM)

50 -
20

9 8 7 6 5
Norepinefrina (-log M) Norepinefrina (-log M)

Figura 8: Respuesta a la norepinefrina en segmentos de aorta, cardtida y
renal de conejos control y con sindrome metabdlico (SMet).



Respuesta a la endotelina-1

Se realizaron curvas concentracidon-respuesta a la ET-1 (10'2-10°% M),
obteniendo una contraccién dependiente de la concentracion que no se
modific6 en presencia del SMet en ninguno de los tres lechos arteriales
estudiados (Tabla 7 y Figura 9). Por lo tanto, el SMet no altera la contractilidad
vascular dependiente de ET-1, asi como tampoco se altera la contracciéon

independiente de receptor o dependiente de AR.

Tabla 7: Valores de pD; + error estdndar (e.e.) y del efecto maximo (Emax) *
error estdndar (e.e.), en respuesta a la endotelina-1 en segmentos de aorta,
cardtida y renal procedentes de conejos control y con sindrome metabdlico
(SMet).

Endotelina-1 Control SMet
n pD: t e.e. Emax * e.e. n pD2 t e.e. Emax * e.e.
Aorta 3 9,05 £ 0,25 119+9 3 8,86 + 0,02 106 £ 6
Carétida 7 8,54 £ 0,13 118 £ 15 7 8,39+ 0,16 133 +13
Renal 5 8,69 £ 0,30 116 +5 5 8,84+ 0,19 119+ 14

n: nUmero de conejos.
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Figura 9: Respuesta a la endotelina-1 en segmentos de los tres lechos
arteriales estudiados en el grupo control y con sindrome metabdlico (SMet).



Estudio de la respuesta vascular relajante en aorta,

arteria carotida y arteria renal

Respuesta a la acetilcolina

Para estudiar la relajacion dependiente del endotelio, se realizaron curvas
concentracion-respuesta a la Ach. La Ach es un estimulante de la eNOS, y por
tanto de la relajacion, a través de su unidn a los receptores muscarinicos M3
situados en el endotelio. Aunque esta es la principal via de relajacion en arterias
de conductancia, la Ach también puede activar otras vias que median

relajacion.

En los tres segmentos vasculares analizados, la Ach indujo una relajacion
dependiente de la concentracién (10°-10° M) (Tabla 8 y Figura 10). En la aorta,
el SMet disminuyd significativamente la pD;, lo que indica una menor
sensibilidad a la Ach, mientas que en las arterias carétida y renal el SMet no
modificé el valor de pD; de la curva concentracién-respuesta a la Ach. Por otra
parte, el Emax no se alteré6 en ninguno de los tres lechos vasculares en

presencia de SMet.

Una alteracion en la respuesta a la Ach se relaciona con la disfuncién
endotelial, por lo que podemos asumir que el modelo de SMet induce un dafio

endotelial en aorta sin afectar a las arterias cardtida y renal.
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Tabla 8: Valores de pD; + error estandar (e.e.) y del efecto mdaximo (Emax) *
error estandar (e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de aorta,
cardtida y renal procedentes de conejos control y con sindrome metabdlico
(SMet).

Control SMet
Acetilcolina
n pD:te.e. Emax * e.e. n pD: t e.e. Emax £ e.e.
Aorta 7 7,62%0,13 81t3 7 6,82+%0,21* 80t4
Carétida 8 7,15%+0,14 8112 8 7,08 £ 0,11 84*3
Renal 9 7,56+0,13 805 9 7,61 10,10 865

*P<0,05 respecto al grupo control

n: nimero de conejos.
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Figura 10: Respuesta a la acetilcolina en segmentos de los tres lechos
arteriales estudiados previamente contraidos con norepinefrina en conejos

control y con sindrome metabdlico (SMet).
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Respuesta al nitroprusiato sédico

181 no se puede concluir que exista una disfuncion

Segun Paul Vanhoutte
endotelial sin comprobar que la funcién del musculo liso vascular a dadores
exogenos de NO esté inalterada. Es por ello que, con el fin de estudiar la
capacidad relajante del musculo liso vascular independiente del endotelio, se

realizaron curvas concentracion-respuesta al NP (10°-3x10°° M).

El NP, dador directo de NO, produjo una relajacién dependiente de la
concentracion en todas las arterias estudiadas (Tabla 9 y Figura 11). El SMet no
modificd el valor de pD; en aorta, pero si que disminuyd el valor de Emax
indicando que la capacidad de relajacién del musculo liso vascular se ve
comprometida. Sin embargo, en las arterias carétida y renal no se observaron
cambios respecto al Emax, pero el valor de pD; aumenté en presencia del SMet
indicando que en estos dos lechos vasculares la sensibilidad al dador de NO es
mayor.

Tabla 9: Valores de pD, + error estdndar (e.e.) y del efecto mdximo (Emax) +
error estdndar (e.e.), en respuesta al nitroprusiato sddico en segmentos de

aorta, cardtida y renal procedentes de conejos control y con sindrome
metabdlico (SMet).

Control SMet
Nitroprusiato
n pD:tee. Emaxtee. n pD: t e.e. Emax t e.e.
ARorta 4 766+0,16 98 +1 4 7,49 % 0,08 89 + 2*
Carétida ¢ g5+005 84 %2 6 7,13 + 0,09* 87+ 4
Renal 5 734+013 97+1 5 7,78 +0,10* 99+ 1

*P<0,05 respecto al grupo control

n: nimero de conejos.
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Figura 11: Respuesta al nitroprusiato sédico en segmentos de los tres lechos
arteriales estudiados previamente contraidos con norepinefrina.
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Estudio de la expresion proteica

Los resultados obtenidos en reactividad indicaron que el SMet induce
alteraciones vasculares en aorta, sin afectar a la vasoconstriccidon, pero
comprometiendo la vasodilatacion, tanto dependiente como independiente de
endotelio. En cambio, en las arterias carétida y renal, el SMet no alteré
negativamente la funcion vascular. En estos dos lechos vasculares no se
observd disfuncion endotelial e incluso se obtuvo mayor vasodilatacion no
dependiente de endotelio. Es por ello, que el estudio de expresidén proteica por

WB se realizd en aorta, buscando la causa de la alteracion vascular.

Se midid la expresion proteica por WB de los AR a1 y B2 observandose
una disminucion en la expresion de los B2 en el SMet y sin cambios en la

expresion del o (Figura 12).
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Figura 12: Expresion proteica de los receptores adrenérgicos az y 3> en aorta
de conejo control (C) y con sindrome metabdlico (SMet).
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La expresion de los receptores ET-A y ET-B no se modificé en presencia

del SMet, como ya apuntaban los resultados de reactividad vascular (Figura 13).
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Figura 13: Expresion proteica de los receptores de endotelina-1 A (ET-A) y
B (ET-B) en aorta de conejos control (C) y con sindrome metabdlico (SMet).



Para comprobar el principal componente en la relajacion mediada por el
endotelio, se midid la expresidn proteica de la eNOS. Los resultados mostraron
qgue el SMet no modificé la expresion de esta proteina. Asi que, la menor
sensibilidad a la Ach observada en la aorta de los conejos con SMet no es

debida a la menor expresion de eNOS (Figura 14).

C SMet

—— eNOS

— a-Tubulina

11
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Unidades densitométricas relativas
o
N

e
°

Figura 14: Expresion proteica de la 6xido nitrico sintasa (eNOS) en aorta de
conejos control (C) y con sindrome metabdlico (SMet).

Otros factores endoteliales pueden estar liberdndose en respuesta a la
Ach, sin embargo, estudios preliminares de nuestro laboratorio mostraron que
la relajaciéon inducida por la Ach en aorta de conejo es debida
fundamentalmente a NO (Figura 15). La incubacién con indometacina (10°M),

un inhibidor de la ciclooxigenasa, no modifica la relajacion inducida por la Ach
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en aorta de conejo control. Como muestra la figura 15, la incubacién conjunta
de indometacina (10°M) mas el inhibidor de la NOS, L-NAME (10*M) bloquea el
80% de la respuesta relajante. Al incubar con KCI 20 mM para bloquear
inespecificamente los canales de K* se obtiene un bloqueo ligeramente
superior, pero no significativamente diferente, al obtenido con la incubacién de
indometacina + L-NAME. Aun asi, medimos también la expresion proteica de los
canales BKca como elementos activos en la EDH, pero no se observaron

diferencias entre control y SMet (Figura 16).

Aorta
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-4 Indometacina + L-NAME
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% Relajacion

= |ndometacina + L-NAME + KCI

80 -

100

9 8 7 6 5
Acetilcolina (-log M)

Figura 15: Curva concentracion respuesta a la acetilcolina en segmentos de
aorta procedentes de un grupo de experimentos preliminares realizados en
conejos control en ausencia y en presencia de L-NAME (10*% M) mds
indometacina (10° M) y L-NAME (10* M) mds indometacina (10° M) mds
cloruro potadsico (KCI) 20 mM.
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Figura 16: Expresion proteica de los canales de potasio activados por calcio de
alta conductancia (BKcs) en aorta de conejos control (C) y con sindrome
metabdlico (SMet).

Por tanto, las diferencias observadas en la relajacidon a la Ach deben ser
debidas a una menor biodisponibilidad de NO. Una de las principales causas es
el estrés oxidativo. Con el fin de comprobar si existia estrés oxidativo a nivel
local, es decir en la pared vascular, en nuestro modelo experimental, se
determind la expresion proteica de ambas isoformas de la SOD, encargadas de
reflejar el estado de los mecanismos amortiguadores del estrés oxidativo, y de
la Nox-4, la principal isoforma de la NADPH oxidasa a nivel vascular. Ninguno de

estos sistemas se alterd con el SMet (Figuras 17 y 18).
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Figura 17: Expresion proteica de la superoxido dismutasa cobre /zinc (Cu/Zn-
SOD) y manganeso (Mn-SOD) en aorta de conejos control (C) y con sindrome
metabdlico (SMet).
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Figura 18: Expresion proteica de la NADPH oxidasa 4 (NOX-4) en aorta de
conejos control (C) y con sindrome metabdlico (SMet).

Como hemos mencionado al inicio de esta tesis, el SMet cursa con
inflamacién, por lo que medimos los niveles de expresién proteica de iNOS,
COX-2 y PPARy a nivel vascular con la finalidad de comprobar si existia un
estado pro-inflamatorio que explicase la disfuncién endotelial. De nuevo, no
hallamos diferencias significativas en los niveles de expresion de iNOS (Figura
19) y de COX-2 (Figura 20), mientras que los niveles de PPARy se redujeron a la
mitad en las aortas procedentes de conejos con SMet (Figura 21). El PPARy es
un regulador de la via metabdlica relacionada con la adipogénesis y la

162 v con funciones anti-inflamatorias que activa la AMP

sensibilidad a la insulina
cinasa (AMPK) que fosforila el Akt que a su vez activa la eNOS. Por lo tanto, al
encontrar un descenso significativo del PPARy, medimos los niveles de las

proteinas Akt y Akt fosforilada (P-Akt). Los resultados mostraron una reduccién
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de la P-Akt, sin cambios en la Akt en los segmentos de aorta de conejos con

SMet (Figura 22).

Estos resultados indicarian que la via Akt/eNOS/NO puede estar
disminuida por una disminucidn de PPARy, lo cual explicaria la menor

sensibilidad a la Ach observada en la aorta del SMet.
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Figura 19: Expresion proteica de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) en

aorta de conejo control (C) y sindrome metabdlico (SMet).

Figura 20: Expresion proteica de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) en aorta de
conejo control (C) y sindrome metabdlico (SMet).



C SMet

M [ o-Tubulina

038 -
§ |
: I
€ 0,6 -
§
‘=
@
5 04 -
g
s
8§02
°
b
c
2

0,0

c SMet
C SMet
' | PPARY
= | a-Tubulina

16
§.4.
ki
21,2 -
-g 1,0 - *
@
5 0,8 - I
£ 06 -
o
$ 04 -
-]
3
€ 0,2 -
=]

0,0

c SMet

Figura 21: Expresion proteica del receptor gamma activado por proliferadores
peroxisémicos (PPARy) en aorta de conejo control (C) y sindrome metabdlico
(SMet).
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Figura 22: Expresion proteica de Akt y Akt fosforilado (P-Akt) en aorta de
conejos control (C) y con sindrome metabdlico (SMet).



Discusion







Ventajas y limitaciones

Una de las ventajas de realizar experimentos en érgano aislado es eliminar
todas las regulaciones fisiolédgicas que no sean locales, es decir toda la
regulacion neurohumoral, de manera que lo observado en nuestros resultados
corresponde a los mecanismos que se dan en la propia pared vascular.
Precisamente, esto también constituye una limitacion, ya que al extrapolar los
resultados obtenidos “in vitro” a la situacion “in vivo” nos encontraremos con
mas factores que podrian modificar la respuesta observada en el drgano

aislado.

Por otra parte, como en cualquier otro estudio con animales de
experimentacién y con modelos de enfermedades humanas, hay que ser

cautelosos a la hora de trasladar los resultados al ser humano.
Justificaciéon de la eleccion de especie y de los vasos de estudio

El modelo experimental utilizado en la presente tesis obedece a la existencia de
un modelo de SMet desarrollado por el grupo de Electrofisiologia Cardiaca
Experimental (GRELCA) del Departamento de Fisiologia de la Universitat de
Valéncia, liderado por el Prof. Such. Concretamente los animales utilizados en
este trabajo procedian del proyecto titulado: “Estudio del remodelado cardiaco
producido en un modelo experimental de sindrome metabdlico”, cuyo
investigador principal era el Dr. Zarzoso. Las muestras se obtuvieron haciendo

uso de aprovechamiento de especie.

El conejo como animal de investigacion traslacional fue de uso
prioritario hasta la aparicion de los ratones modificados genéticamente!®,

Actualmente, sigue siendo habitual en estudios relacionados con Ia
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aterosclerosis debido a la semejanza con el ser humano en la formacién de
ésta'®3, mayor que en ratas y ratones y mejor estudiado que en hamsteres y

cobayas?®*,

Los primeros estudios nutricionales en conejos para el estudio de dafio
vascular inducido por la dieta se remontan a 1908, cuando se comprobé que
una dieta alta en proteinas producia lesiones sobre la capa intima de la aorta **’
en 155161 ARos mds tarde, Anitschkow realizé experimentos con conejos que

desarrollaban aterosclerosis de un modo similar a los humanos168:169 en 166,

A pesar de su idoneidad para el estudio de la aterosclerosis, hay que
recordar que se trata de un animal herbivoro, lo que podria considerarse como
una limitacién. De hecho, la dieta que suelen seguir los conejos New Zealand
White en condiciones de laboratorio suele contener un 15% de proteina, entre
un 40-50% de carbohidratos, 2% de grasa vegetal y un 15-25% de fibra®317°, E|
porcentaje de colesterol en estas dietas suele ser menor al 0,01%!%. En la
presente tesis, el porcentaje de colesterol (proporcional al porcentaje de
manteca de cerdo, que posee un 95% de colesterol) representaba un 5% de la

ingesta total de calorias.

Por otra parte, la eleccién del sexo es fundamental puesto que los
machos muestran menor variacidn en el colesterol plasmatico que las hembras,
por lo que son mas comunmente usados en este tipo de trabajos de

investigaciéon’!,

La aorta es el vaso sanguineo de mayor calibre que da origen a todas las
arterias del sistema circulatorio. Es un vaso muy eldstico que soporta grandes

presiones con un papel importante en la regulacién de la presién arterial. Los



segmentos utilizados en este trabajo corresponden a la aorta abdominal. De
ella nacen las dos arterias renales, también estudiadas en esta tesis. El
mantenimiento de la presién arterial depende de multiples factores, pero
indudablemente el rifidn es un d6rgano crucial en la homeostasis de dicha
funciéon. El flujo sanguineo hacia el rifién afectaria la funcidén glomerular,
pudiendo tener consecuencias en la regulacién de la presidn arterial. Por otra
parte, las arterias carétidas constituyen el principal aporte sanguineo al
cerebro, por lo que alteraciones en este vaso podrian tener consecuencias en la

irrigacién cerebral.

En los seres humanos, los primeros signos y la mayor localizaciéon de
aterosclerosis se dan en la aorta abdominal, mientras que en conejos
alimentados con colesterol, los primeros signos aparecen en el arco adrtico y
mas tarde en la aorta toracica, emergiendo en la aorta abdominal cuando la
lesidn de toda la arteria es severa!®3. Otros investigadores han hallado que en la
aorta situada por encima de las arterias renales es mds comun encontrar placas
tempranas (tipo | y Il), mientras que placas mdas avanzadas se sitlan

predominantemente por debajo de la arteria renal*’2,

Nuestros resultados indican que la primera arteria en afectarse por el
SMet es la aorta, comparada con las arterias carétida y renal, por lo que se

podria considerar como un marcador temprano de disfuncion vascular.
Efectos de la dieta

El modelo experimental ha conseguido desarrollar un SMet inducido por una
dieta hipercaldrica, alta en grasa y fructosa, como muestran los parametros

morfoldgicos y bioquimicos obtenidos. El SMet inducido por la dieta ha
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conseguido provocar obesidad central, un estado de prediabetes, una ligera
hipertensidon y una alteracion en el perfil lipidico con aumento plasmatico de
triglicéridos y colesterol LDL y reduccién de cHDL. Por lo tanto, se cumplen los
criterios para poder diagnosticarlo segun el consenso de 2009 propuesto por la
Federacidon Internacional de Diabetes, la Asociacion Americana del Corazén/
Instituto Nacional del Corazén, Pulmén y Sangre, la Federacién Mundial del
Corazén y la Sociedad Internacional de la Aterosclerosis y la Asociacion

Internacional para el estudio de la Obesidad?.

Respuesta contractil

Hemos estudiado la respuesta contractil independiente (inespecifica) y
dependiente de receptor (especifica). La primera mediante la administracion de
concentraciones crecientes y acumulativas de KCl y la segunda mediante las
curvas concentracidn-respuesta a la NE, por la importancia del sistema
adrenérgico en el control del tono vascular'’® y a la ET-1, por ser un factor de

origen endotelial aumentado en el SMet!74,
Respuesta contractil inespecifica

La administracion de KCl al medio extracelular origina una vasoconstriccion ya
gue actua despolarizando la membrana del muisculo liso y activando la entrada

de Ca*?a través de los canales de Ca*?-voltaje dependientes!’>17,

En nuestros resultados, el SMet no modificé la respuesta contractil al KCl
en ninguno de los lechos vasculares estudiados, lo que indica que la capacidad
contractil del musculo liso vascular se mantuvo intacta. Esto concuerda con
otros estudios en los que la obesidad inducida por la dieta no modificé la

respuesta vascular al KCl. En arterias mesentéricas de tercer orden en ratas



hembra, una dieta rica en grasa no alterd la respuesta vascular al KCI'”, En el
mismo sentido, otros autores demostraron que las dietas hipercaldricas, por
aumento de grasas o dietas proobesidad, no alteraban la respuesta vascular al
KCl en mesentéricas de tercer orden de ratal’®17?, ni en mesentéricas de cuarto

orden de ratal®o.

Por el contrario, otros estudios han demostrado que la diabetes
experimental o una dieta alta en grasas pueden alterar la respuesta vascular al
KCI. Por ejemplo, en ratas con diabetes inducida se redujo la respuesta al KCl en
aorta'®l, La dieta alta en grasas aumentd la respuesta al KCl en aorta toracica de
conejo*®, Un estudio realizado por Head y colaboradores'®, analizo los efectos
la diabetes inducida en ratas y conejos. Los resultados mostraron que la
respuesta contractil al KCl no se afectd en la aorta toracica de conejo, mientras
gue se redujo en la aorta de rata. Estos resultados sugieren la existencia de

mecanismos diferentes en funcion de la especie, modelo y lecho vascular.
Respuesta contractil especifica

El sistema nervioso simpatico (SNS) es uno de los reguladores mas importantes
del flujo sanguineo y la NE el neurotransmisor mas influyente en la reactividad
vascular, liberdndose en funcidn de la frecuencia de estimulacion®18> y

produciendo una contraccién dosis dependiente.

Diversos trabajos han descrito la relacion entre SMet y SNS12>126,186-191
Por ejemplo, hay mayor liberacion y reabsorcion de NE en personas delgadas
que en obesas®? y la circunferencia abdominal'®® y el porcentaje de grasa
corporal se relacionan directamente con la activacion del SNS°3-1%,

Concretamente la obesidad, en general, y el incremento en el perimetro
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abdominal, en particular, son los factores mas influyentes en la activacion del

SNS%3,

En el presente trabajo, la respuesta a la NE no se modifica en ninguno de
los tres vasos estudiados por la presencia de SMet. En consonancia con
nuestros resultados, otros estudios realizados con ratas muestran resultados
parecidos!’”'%7, donde la respuesta contractil a la NE se mantuvo sin diferencias
entre los grupos control y SMet'”’. En esta misma linea, un estudio en pacientes
comprobd, mediante el flujo sanguineo en el antebrazo por pletismografia de
oclusiéon venosa, que ni el sobrepeso ni la obesidad alteraban la respuesta a la
NE!®8. En contraste con lo anterior, se ha visto que en ratones alimentados con

una dieta rica en grasas, la respuesta contractil a la NE se reduce en aortal%:2%,

Un estudio reciente concluye que una dieta alta en grasa y sacarosa
altera la sefializacién de los receptores adrenérgicos o1 en aorta, reduciendo la
respuesta a la fenilefrina. Cuando se elimina el endotelio, las arterias del SMet
responden a la fenilefrina igual que el grupo control. Los autores también
hallaron un aumento de epinefrina plasmatica en SMet y una fosforilacién de la
eNOS-Ser'”” inducida por la fenilefrina. Este estudio concluye que el endotelio

limita los efectos contractiles inducidos por el SMet!?4,

Otros estudios como el de Aoqui y colaboradores?®® muestran que el
SMet inducido por la dieta, aumenta la sensibilidad a la NE en arteria
mesentérica superior de primer y segundo orden de ratdn. Segun estos autores
el aumento es independiente de endotelio debido a un menor efecto

anticontractil del PVAT en el SMet.



Por lo tanto, la respuesta a la NE puede estar modulada por factores
endoteliales o derivados del PVAT que compensen la posible alteracién inducida

por el SMet a nivel vascular o que sean los causantes de la respuesta anémala.

Para completar el estudio de la respuesta adrenérgica se determind la
expresidon proteica en aorta de los receptores adrenérgicos a1 y [B2. Los
resultados no mostraron cambios en la expresidn de los receptores a1, mientras
que los P2 se redujeron en el SMet. La estimulacién de los receptores
adrenérgicos P2 se relaciona con una mayor produccién de NO endotelial?®? a
través de la via Akt?%3, Segln nuestros resultados, el SMet produciria menos NO
en respuesta a la estimulacién adrenérgica por tener menos expresados los P32,
sin embargo, esta infraexpresion no es de suficiente magnitud como para
alterar significativamente la curva a la NE exdgena. Probablemente porque la
expresion de los receptores o es cuantitativamente mayor que la de los 32, los

cuales muestran poca o ninguna actividad en la aorta abdominal de conejo?%.

Otros autores han demostrado que ratones obesos y con diabetes
presentan una mayor sensibilidad al agonista a-adrenérgico, fenilefrina, y una
menor sensibilidad al agonista B-adrenérgico, dobutamina2®. Aunque sus
resultados podrian estar en consonancia con una menor expresion de los AR 32
en diabetes y obesidad, estos autores no midieron los niveles de expresién de

los adrenoreceptores.

En el SMet y el sobrepeso se han descrito niveles plasmaticos elevados
de ET-12%, asi como un aumento de la vasoconstriccion inducida por ET-1 en
estas patologias y en la hiperglucemial’#%%8207 En una revisién realizada por

Campia y colaboradores, se sugiere que la via de sefializacion vascular de la
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ET-1 estd aumentada en obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y SMet,
contribuyendo a la disfuncién vascular?®®, En el mismo sentido, Rocha y
colaboradores miden por pletismografia de oclusidon venosa el flujo sanguineo
en pacientes con SMet y concluyen que existe una reduccién del flujo mayor
gue en controles en respuesta a la ET-1 y que es mediada por el receptor ET-
A4, No obstante, en nuestros resultados la respuesta contractil a la ET-1 no se
modificd en ninguno de los tres lechos de estudio. En consonancia, otros
autores tampoco encontraron diferencias en la respuesta vascular a la ET-1 en
carotida o iliaca de ratones obesos. Aunque si un aumento de la sensibilidad en
la arteria renal®®. En arterias coronarias de perros con SMet y estado de
prediabetes, la administraciéon de ET-1 no modificd ni el flujo sanguineo ni la
respuesta vascular?!?, Sin embargo, estos autores observan una reduccion en la
expresion proteica y génica de los receptores ET-A, sugiriendo que una
alteracion en la sefalizacion vascular de la ET-1 podria ser un marcador

temprano de disfuncién vascular en el SMet?*°,

A pesar de que nuestros resultados no mostraron diferencias en la
reactividad vascular, con el fin de profundizar en el estudio del sistema vascular
de la ET-1, se cuantificé la expresidn proteica de sus receptores. Nuestros
resultados no mostraron diferencias entre grupos. En base a los estudios
mencionados anteriormente, una posible explicacion para la no alteracion de la
via de la ET-1 podria ser que nuestros animales se encontrasen en una fase

inicial del SMet.



Respuesta relajante

Entre los factores relajantes derivados del endotelio destaca el NO. Esta
molécula se produce en respuesta a factores fisicos y neurohumorales y a la
Ach?117213 que activa los receptores muscarinicos localizados en el endotelio.
Estos receptores a su vez estimulan la eNOS aumentando la sintesis de NO y
produciendo vasodilatacidn. Por eso, la respuesta a la Ach es comiUnmente
utilizada como prueba de funcionalidad endotelial?>. Asi, la disminucidn en la
respuesta relajante a la Ach se asocia a disfuncion endotelial y es posible
establecer una relacién entre el grado de vasodilatacién y la fase de disfuncidn
endotelial. Por ejemplo, la vasodilatacidon inducida por el endotelio llega a
reducirse entre un 40-50% con obesidad y diabetes insulino-independientes®’.
También se ha visto que el sobrepeso y la obesidad comprometen la funcién
endotelial, pero no la relajacién independiente de endotelio, en humanos con o

sin resistencia a la insulinal®.

Segln Paul Vanhoutte!®! no se puede concluir que exista una disfuncién
endotelial sin comprobar que la funcién del musculo liso vascular a dadores
exdgenos de NO esté inalterada. Por eso, es necesario comprobar la respuesta

al nitroprusiato y asi poder afirmar si hay dafo endotelial o vascular.

Nuestros resultados indican que el SMet induce una disfuncién vascular
en la aorta, causando una menor sensibilidad a la Ach sin afectar al Emax y una
menor capacidad relajante independiente de endotelio, como muestra el Emax
reducido para el NP. Sin embargo, en las arterias carétida y renal no existen
cambios en la respuesta a la Ach y en cuanto al NP la sensibilidad aumenta con

el SMet. Estos resultados los interpretamos como una disfuncién vascular en
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aorta, donde la capacidad del endotelio se ve afectada para producir NO y por
tanto, aunque el Emax no se altera, si lo hace la sensibilidad. Esta menor
capacidad de respuesta al NO se ve reflejada en el menor Emax para el NP. Sin
embargo, en las arterias carétida y renal no hay afectacidon endotelial porque la
capacidad del musculo liso para responder al NO es mayor, como muestra la
mayor sensibilidad al NP en el SMet y por tanto compensaria la funcidn
vasodilatadora. Ademas, estos resultados también indican que el SMet dana
antes la aorta que las arterias carétida y renal. En consonancia con esto, otros

autores han relacionado la aparicion de los primeros sintomas en la aorta'®3.

En la literatura encontramos cierta controversia con respecto al efecto
gue el SMet tiene sobre la vasodilatacidn. Algunos autores afirman que el SMet
inducido en ratas puede reducir la vasodilatacién dependiente e independiente
de endotelio®’, mientras que otros investigadores no han encontrado
alteraciones en la funcién endotelial?*. Dentro de esta enfermedad
multifactorial, la obesidad parece tener un efecto mayor sobre la disfuncién
endotelial que la hiperglucemia, ya que la restauracién de valores normales de
glucosa no revierte los valores de relajacién derivada del endotelio en obesos,
con y sin resistencia a la insulina®’. De acuerdo con este estudio, otros autores
han obtenido resultados similares relacionando la reduccién en la respuesta a la

Ach con la masa grasa®®’ u obesidad'”’.

En el mismo sentido que nuestros resultados obtenidos en arterias
cardtida y renal, otros autores han observado que una dieta alta en grasas
produce en arterias coronarias una mayor sensibilidad al NP, sin alterar la
respuesta a la Ach. La explicacidon propuesta es un aumento de actividad de la

guanilato ciclasa soluble, ya que no observaron cambios en la expresion



proteica de la eNOS ni en la expresién de la subunidad -1 de guanilato ciclasa
soluble, pero si se incrementaron los niveles de cGMP?%> en respuesta al NP.
Estos autores concluyen que la obesidad incrementaria la actividad de la
guanilato ciclasa soluble, constituyendo un mecanismo de compensacién para

preservar la sefializacion vascular de NO?*>,

Centrandonos en la disfuncién endotelial observada en la aorta y dado
que el principal motivo de disfuncién es la falta de NO?!®?7 medimos la
expresion proteica por WB de eNOS sin encontrar diferencias entre grupos, por
lo que en nuestro modelo esa disfuncién no parece estar mediada por una
menor produccion de NO en aorta. Este resultado estaria en concordancia con
otros en los que ratas obesas sometidas a una dieta alta en grasas mostraron
expresiones similares de eNOS?!>. Mientras que en otros modelos de obesidad y

dietas alta en grasas la expresién de eNOS se redujo?!8.

Si bien es cierto que el NO es el principal vasodilatador en la aorta y que
la respuesta a la Ach es mediada en gran parte por la activacidon de la eNOS,
otros factores endoteliales podrian estar participando en esta respuesta, como
las prostaciclinas o la hiperpolarizacion derivada del endotelio que activa
canales de K* activados por Ca*2. El hecho de que nuestro modelo de SMet
altere la sensibilidad, pero no el Emax a la Ach en aorta, podria explicarse por
un aumento de participacion de otros factores endoteliales. En este sentido,
medimos la expresidn proteica de los canales de K* activados por calcio de alta
conductancia, sin observar cambios significativos entre grupos. Incluso asi, la
hipdtesis seguiria siendo plausible, pues la actividad de estos canales o de otros
similares podria estar aumentada sin necesidad de estarlo su expresion. Harian

falta mas estudios para corroborarlo.
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Nuestra primera hipdtesis para explicar la disminucion de la sensibilidad
a la Ach en aorta procedente de SMet fue la menor biodisponibilidad de NO,
pero al no hallar diferencias en la expresidon proteica de eNOS nos planteamos si
la menor biodisponibilidad pudiese estar relacionada con el aumento de estrés
oxidativo. La principal especie reactiva de oxigeno es el Oy, producido
principalmente a partir de la NADPH oxidasa. El O, reduce la biodispobibilidad
de NO convirtiéndolo en ONOQ'. Esta reaccion se reduce gracias a los sistemas
antioxidantes que contiene el vaso, como la SOD, la catalasa, la glutatiéon

peroxidasa, el sistema de thioredoxina y las peroxideroxinas’®.

Algunos autores han sugerido que en ratas hipertensas alimentadas con
dieta alta en grasas la disminucion de respuesta a la Ach en aorta, pero no al
NP, se debe a una disfuncién endotelial provocada por aumento del estrés
oxidativo y a una menor sintesis NO%%°. Sin embargo, en nuestro estudio, esta
explicacidn no es plausible ya que ambas respuestas relajantes estan afectadas
en la aorta indicando una disfuncién vascular que no podemos relacionar con
estrés oxidativo fundamentalmente por dos motivos. Primero, porque si la
causa fuera un aumento de estrés oxidativo en la pared vascular, la respuesta a
la Ach disminuiria debido a la menor biodisponibilidad de NO por aumento de
especies reactivas de oxigeno, pero esto no deberia afectar a la respuesta al NP,
pues no implica sintesis de NO. Segundo, hemos medido la expresion proteica
de ambas isoformas de la SOD y no hay diferencias entre grupos. También
hemos determinado la expresion proteica de la Nox-4, la principal isoforma de

la NADPH oxidasa a nivel vascular y no varia en nuestro modelo.

Por tanto, el SMet inducido por la dieta afecta a la capacidad

vasodilatadora tanto dependiente como independiente de endotelio en la aorta



de conejo. Sin embargo, no afecta a la relajacién dependiente de endotelio en
las arterias cardtida y renal, donde un aumento en la sensibilidad al NO por
parte del musculo liso compensaria el déficit de la funcidén vasodilatadora
preservando el flujo sanguineo. Esto indicaria que los primeros signos de

disfuncién vascular inducidos por el SMet aparecerian en la aorta.

En este sentido, Kamimura et al.??° demostraron que en conejos macho
New Zealand White una dieta rica en colesterol induce aterosclerosis antes en
la arteria aorta que en cardtida y renal. Aunque el estudio solo duraba 15
semanas y nuestro modelo es de 28, los efectos podrian ser extrapolables,
debido a que el grado de agresién vascular es variable segun la dieta??l. Por
otro lado, Aoqui y colaboradores?®! estudiaron la progresién del SMet en
ratones, diferenciando entre SMet inicial, que se presenta a las 2 semanas con
ligero aumento de peso, incremento de la grasa visceral, hipercolesterolemia e
hipertensiéon, y SMet completamente desarrollado, que apareceria a las 8
semanas con inflamacién sistémica y resistencia a la insulina, ademas de las
anteriores. En base a estos estudios podemos especular que en nuestro modelo

nos encontramos en una fase temprana del SMet.

Inflamacion vascular y estrés oxidativo

El SMet se relaciona con inflamacién?222-224

, pero tal y como hemos comentado
en el apartado anterior, la inflamacidn sistémica apareceria en una fase tardia.
En nuestro modelo, determinamos la expresién en aorta de iNOS y de COX-2
como proinflamatorios y no obtuvimos cambios con el SMet. También se
midieron los niveles de expresion proteica de PPARy como factor capaz de

reducir la inflamacién, los factores de riesgo cardiovasculari®? y consigo la
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aterosclerosis??.

El dnico indicativo de un proceso de inflamaciéon que
encontramos en nuestro estudio fue el descenso en los niveles de expresidn

proteica de PPARy en aorta.

El SMet se relaciona con estrés oxidativo, como se ha comentado
ampliamente en la introduccidn de la presente tesis??%2?’. Nuestros resultados
indican la no existencia de un desequilibrio relativo a la produccién de RONS,
probablemente porque nos encontremos en un estadio precoz de dafio
vascular. El SMet no modifico la expresion de Cu/Zn-SOD, Mn-SOD o Nox-4.
Vale la pena resaltar el efecto cardioprotector que algunos autores le confieren
a la NOX-4, ya que genera H20; en vez de Oy, como lo hacen la NOX-1, 2 y 5,
con lo cual puede favorecer la vasodilatacion. No obstante, el H.O, puede
convertirse en agua si hay antioxidantes como la catalasa, pero si estos fallan

dard lugar a la oxidacién irreversible de proteinas??®.

Se ha visto que el endotelio de aorta de ratén con diabetes mellitus
tipo | tiene reducidos los genes que regulan la NOX-4, mientras que estan
aumentados en el musculo liso vascular??®. Estos autores concluyen que la
pérdida de NOX-4 es el mayor determinante para la aparicién de la

aterosclerosis.

Via PPARy/Akt/eNOS/NO

El PPAR estd involucrado en la fisiopatologia de numerosas enfermedades como
la obesidad, la diabetes o la aterosclerosis. Su funcién antiinflamatoria y su
capacidad para disminuir la resistencia a la insulina, lo convierten en un factor

antiaterogénico y protector cardiovascular. Por esta razén, los agonistas del



PPARy, como las tiazolidinedionas, se utilizan para tratar la diabetes mellitus

tipo 223

El PPARy activa la AMPK que fosforila el Akt. EI P-Akt activa la eNOS por
fosforilacion de la Ser'!”’, incrementando la actividad enzimdtica y la
produccion de NO'# (Figura 23). Por lo tanto, al encontrar un descenso
significativo del PPARy en nuestro modelo de SMet, decidimos medir los niveles
de las proteinas AKt y P-Akt. Los resultados mostraron una reduccion de la P-
Akt, sin cambios en la Akt en los segmentos de aorta de conejos con SMet.
Estos resultados indicarian que la via Akt/eNOS/NO puede estar disminuida por
una disminucion de PPARy, lo cual explicaria la menor sensibilidad a la Ach
observada en la aorta del SMet. Resultados obtenidos por Peterson y
colaboradores también muestran una menor expresion de P-Akt en aorta
procedente de ratones con obesidad?3l. En la misma linea, Li y colaboradores
concluyen que la estimulacién de células endoteliales de pulmdn de rata con
agonistas del PPARy aumentan el P-AKT vy la actividad de la eNQOS, aumentando

el efecto vasodilatador de la Ach?32.

Asi pues, nuestro modelo tiene reducida la sensibilidad a la Ach en
aorta, probablemente por una disminucidn de la via PPARy/Akt/eNOS, ya que
no hay indicios de estrés oxidativo vascular, ni afectacién de canales de K*
activados por calcio que pudieran estar participando en la vasodilatacion
mediada por hiperpolarizacion. Sin embargo, esto no explicaria la disminucién
de Emax observada en respuesta al NP. La explicacion unificada de estos
resultados seria que la via PPARy/Akt/eNOS alterada en la aorta inicia la

disfuncién endotelial, que no es compensada por un aumento de la actividad de
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la GCs en el musculo liso, como ocurre probablemente en las arterias carétida y

renal.

PPARy
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Figura 23: Via de sefnalizacion del PPARy en la induccion de vasorrelajacion. El
receptor gamma activado por proliferadores peroxisémicos (PPARy) estimula la
la adenosina monofosfato cinasa (AMPK) que fosforilara el Akt (P-Akt). El P-Akt
activa la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) mediante la fosforilacion de la

serinal”’ (Ser''’?). La eNOS activada (eNOS-Ser''”’) produce un incremento en



la sintesis de oxido nitrico (NO), y por lo tanto, vasodilatacion. El SMet
disminuiria la vasodilatacion en aorta abdominal por disminuir la via

PPARy/Akt/eNOS/NO.

Progresion del SMet y su relaciéon con la disfuncion

vascular

En diversos estudios?°:233 se ha analizado el efecto de la dieta sobre los vasos
sanguineos, buscando cémo este estimulo acaba por sobreponerse a los
mecanismos de control vascular conduciendo a una disfuncion. Ciertas dietas
qgue inducen obesidad y resistencia a la insulina en primates no humanos,
desarrollan en sus fases iniciales un mecanismo compensatorio a nivel

vascular?33.

Probablemente en nuestro modelo nos encontremos en una fase inicial,
donde existe disfuncion vascular en aorta y mecanismos de compensacidon que

mantienen la vasodilatacién en las arterias carétida y renal.

Por otra parte, los resultados en ratones de Aoqui y colaboradores
muestran que, en etapas tempranas del SMet, la disfuncion vascular aparece en
forma de vasoconstriccion aumentada. En estas fases, se visualiza un aumento
ligero en el peso con un incremento de grasa visceral, hipercolesterolemia y
presién sanguinea elevada, sin presencia de inflamacidn sistémica o resistencia
a la insulina. Cuando el modelo de SMet se prolonga en el tiempo, ademas de
los marcadores anteriores, presenta signos de resistencia a la insulina e

inflamacién, valores aumentados de TNF-a y reducidos de adiponectina?®l.
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Nuestros resultados no muestran alteracion en la respuesta contrdctil a
ninguno de los agonistas estudiados, pero si alteraciones en la vasodilatacién.
Hay que tener en cuenta que estas diferencias pueden ser atribuidas a la
especie animal. Seria mas que probable que nos hallasemos en una fase inicial
del SMet por el incremento de perimetro abdominal, ligera hipertension, con
incipiente inflamacidn y sin estrés oxidativo vascular. La ventaja de estudiar los
estadios iniciales de una enfermedad es poder detectar las vias que se dafan
mas precozmente, pues constituyen unas perfectas dianas terapéuticas para

ralentizar la evolucion de la misma.



Conclusiones







El SMet no modifica la respuesta contractil (al KCI, NE y ET-1) en ninguna
de las tres arterias estudiadas, aorta abdominal, carétida y renal de

conejo.

El SMet induce una disfuncidn vascular en la aorta, causando una menor
sensibilidad a la Ach y una menor capacidad relajante independiente de

endotelio.

La disfuncién endotelial en la aorta procedente de conejos con SMet no
estd relacionada con una menor expresion de eNOS, ni de los canales

BKca ni con estrés oxidativo.

El SMet disminuye la expresion de los receptores 32 adrenérgicos en la

aorta, lo que podria explicar parcialmente la disfuncién endotelial.

La disminucién de la via PPARy/Akt/eNOS, con un descenso en los
niveles proteicos de PPARy y de P-Akt podria explicar la menor
sensibilidad a la Ach y supondria el inicio de la disfuncién endotelial en

aorta.

Por el contrario, en las arterias cardtida y renal procedentes de conejos
con SMet no hay disfuncidn vascular, incluso se observa un aumento de
sensibilidad al dador de NO. Probablemente, no se observa disfuncion
endotelial por la compensacion que ejerce el musculo liso vascular,

aumentando la capacidad vasodilatadora en respuesta al NO.
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Este mecanismo de compensacién de la funcién vasodilatadora por
parte del musculo liso no se observa en aorta, indicando que este vaso

es el primero en dafiarse en el modelo de SMet.
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