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Introduccion

1.1. ANTECEDENTES

Reaven en 1988, sugiric que la resistencia a la insulina y el hiperinsulinismo estaban
implicadas en la etiologia de enfermedades como la diabetes mellitus tipo II y la hipertension
esencial. Este autor denominé “sindrome X a un conjunto de alteraciones metabolicas como
son la resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa, el hiperinsulinismo, el aumento de
triglicéridos en VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad), la reduccién de colesterol HDL
(lipoproteinas de alta densidad) y la hipertension. Mas tarde, se afiadié la obesidad central al
conjunto de alteraciones que forman parte del sindrome X (Bjorntorp, 1988). Reaven propuso
que la resistencia a la insulina era la causa comiin que originaba el resto de las alteraciones del
sindrome X. En numerosos pacientes con diabetes mellitus, obesidad e hipertension aparecen
estas alteraciones. Christlieb y cols. en 1981 observaron que muchos de los pacientes con
diabetes mellitus presentaban elevados niveles de presion arterial De hecho, la aparicion de la
hipertension arterial en el seno de la diabetes mellitus es dos veces mas frecuente en los
pacientes diabéticos que en los no diabéticos (Simonson, 1988). Asimismo, la existencia de
alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono es mucho mas comun en los
pacientes hipertensos con y sin tratamiento hipotensor que en los no hipertensos. Por otro
lado, la hipertension también aparece de manera frecuente en individuos obesos (Chiang y
cols., 1969). Para entender mejor el papel de la insulina en la aparicion del resto de las
alteraciones que forman parte del sindrome X analizaremos, a continuacion, los efectos

fisiologicos de la insulina.
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1.2.- INSULINA: SINTESIS, ACCIONES Y REGULACION

1.2.1.- Sintesis v secrecion de insulina

La insulina es un polipéptido de 11500 D que consta de una cadena A y una cadena B
de 21 y 30 aminocacidos respectivamente (Stein, 1993). Las dos cadenas del dimero estan
unidas por un par de enlaces disulfuro. En comparacion con otras proteinas, la estructura de la
insulina ha permanecido relativamente poco alterada a lo largo de la evolucion. Asi, la insulina
humana y la de otros mamiferos son muy parecidos tanto por lo que respecta a su secuencia de
aminoacidos como a su potencial biologico, asi la insulina de distintos mamiferos se utilizan
como terapta de sustitucién para la diabetes mellitus, ademas los individuos que se hacen
resistentes a la insulina de una especie animal normalmente responden a la insulina de otro
origen. A su vez los receptores de insulina de especies tan dispares como peces, anfibios y
diversos mamiferos, entre ellos el hombre, son idénticos en sus propiedades fisico-quimicas y
en su capacidad de reconocer la estructura hormonal. Por lo tanto, es de suponer que los
receptores de la insulina han mantenido una destacada constancia a través de mas de 400 afios

de evolucion (De Meyts y cols., 1975).

La insulina se sintetiza en las células B de los islotes pancreaticos a partir de una
molécula de proinsulina, con dos cadenas que estan unidas por un péptido de conexion, que en
humanos consta normalmente de 31 aminoacidos (Figura 1). Los estudios sobre la traduccion
del ARN mensajero de la insulina han demostrado que la proinsulina deriva, a su vez, de una
preproinsulina precursora. Tras la escision de una secuencia de 23 aminoacidos del C-
terminal, la estructura de la proinsulina se dobla sobre si misma para proporcionar la uniéon
disulfuro entre las dos presuntas cadenas individuales. La proinsulina asi formada, es
transferida al aparato de Golgi, donde se forman los granulos de secrecion. En el momento de
su secrecion, la proinsulina, es dividida por accion de una proteasa, en cantidades

equimoleculares de insulina y péptido C.
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Péplido de conexion (31-63)
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Cadena B

Figura 1.- Estructura primaria de la proinsulina.

Fisioldgicamente, la proinsulina puede constituir hasta un 15% de la secrecion de la célula B, vy
su actividad biologica es, aproximadamente 1/20 de la insulina. La secrecion de insulina se
produce tras la migracion de los granulos secretorios maduros, guiados por microtibulos.
Alrededor del granulo, se forma un reticulo de filamentos de actina, que se contraen al
aumentar la concentracion citosolica de calcio, dando lugar a la exocitosis del contenido del

granulo (Genich y cols., 1976).
1.2.2.- Mecanismos de accién de la insulina

La accién de la insulina es mediada por un receptor glicoprotéico de membrana,
heterotetramérico de alta afinidad, formado por dos subunidades o extracelulares y dos
subunidades 3 transmembranarias, unidas por puentes disulfuro. Ambas subunidades derivan
de un polipéptido precursor comin y estan glucosiladas en sus formas nativas. Su estructura ha

sido deducida por clonacién y su gen se asemeja estructural y funcionalmente a los oncogenes
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del tipo tirosin-quinasa (Ullrich y cols., 1985), (Figura 2). Las subunidades o proporcionan los
lugares de union de la insulina y son completamente extracelulares, estando ancladas mediante
uniones covalentes a las subunidades B. La subunidad B es una proteina transmembrana con

dominios globulares en ambas superficies, la extracelular y la citosdlica.

Lugar de union

de la lnsulina . i j
o

Carbohidrato

§—8 5-—85
Extracelular
i A A A R A R AR AR N RATARAS L
P} 3Ny S R N RN e R T, Woiiduabensd

Crtoplasma
. . Regidﬁlsenqibip a proteasa AP
T Dominio de la lirosina quinasa /< TYR
[ . P
Extremo C-lerminal P p Proleina
TYR

ADP

Proteina

Accion de fa insulina

Figura 2.- Diagrama de la estructura del receptor de insulina.

La union de la insulina a las subunidades o produce un cambio de configuracion de las
unidades $, que les permite actuar como tirosin-quinasas, autofosforilandose en residuos
especificos de tirosina, lo que aumenta su poder catalitico, dando lugar a fosforilacion de
residuos de tirosina en multiples substratos intracelulares, algunos de ellos con actividad
protein-quinasa, dando lugar a una cascada de fosforilaciones y defosforilaciones que conlleva
a la modulacion (independiente de AMPc) de la actividad de multiples enzimas y sistemas
metabolicos, asi como a modificaciones del flujo ionico de membrana. De este modo, las
acciones de la insulina son mediadas por la generacion de multiples segundos mensajeros

intracelulares incluyendo péptidos y fosfolipidos (Kelly y cols., 1987). La union de la insulina y
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la fosforilacion del receptor parecen ser acontecimientos necesarios para desencadenar la

accion de la hormona.

El complejo insulina-receptor sufre finalmente endocitosis, que conduce a la proteolisis
de la insulina y al reciclamiento o a la degradacion del receptor. La exposicion a la insulina
favorece la degradacion del receptor, por lo que en situaciones de hiperinsulinismo el mimero
de receptores esta disminuido, esto es, se produce regulacion negativa del receptor (Kalant y
cols., 1984). Las estructuras involucradas en la endocitosis parecen ser relativamente no
especificas y similares para muchas otras hormonas peptidicas. La insulina se localiza
inicialmente sobre la superficie celular en cavidades revestidas, que se invaginan, se funden y se
separan para formar vesiculas revestidas, que se transforman en estructuras mas grandes
llamadas endosomas. La acidificacion de éstos facilita la disociacion del complejo ligando-

receptor, permitiendo que ambos sean procesados independientemente.

La homeostasis de la glucosa implica la incorporacion de la glucosa por el higado, el
musculo, las células adiposas y el cerebro asi como la liberacion a la sangre de la glucosa
almacenada en el higado como glucogeno o sintetizada de nove por la gluconeogénesis
hepatica. Un elemento clave en la regulacion de los niveles sanguineos de glucosa es la
deteccion de la glucosa del ambiente por las células o y B de los islotes pancreaticos y la
consiguiente secrecion, bien de glucagdn, que estimula la liberacion de glucosa desde el
higado, o bien de insulina, que induce su aimacenamiento en el higado y estimula su captacion
por las células musculares y adiposas. Estos mecanismos de incorporacion, liberacion y
percepcion de glucosa necesitan la presencia de proteinas de membrana conocidas como
transportadores de glucosa. En los tejidos periféricos, resuita de especial importancia la
estimulacion por insulina de la translocacién de los transportadores de glucosa desde el reticulo
endoplasmico a la membrana celular, puesto que la captacion de glucosa es el paso limitante de
todo el metabolismo intracelular de glucosa y depende de dichos transportadores. Se han
identificado al menos 5 transportadores de glucosa (GluT} en diferentes sistemas celulares. Los
miocitos y los adipocitos poseen el GluT4, cuya expresion en membrana es dependiente de

insulina. Se ha descrito la existencia de una proteina mensajera que es fosforilada por el
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complejo insulina-receptor que es la que activa la expresion del GiuT4. En la situacion de
resistencia insulinica, se sabe que la cantidad de transportador GluT4 es normal, pero falla el

mecanismo de expresion en la membrana (Mueckler y cols.,1990).

1.2.3.- Acciones de la insulina

1.2.3.1.- Acciones de la insulina sobre el metabolismo de los hidratos de carbono

Inmediatamente después de una comida rica en hidratos de carbono, la glucosa que
pasa a la sangre produce una secrecion rapida de insulina que , a su vez, determina la captacion
inmediata, el almacenamiento y ¢l uso de la glucosa por casi todos los tejidos del organismo,

en especial por el masculo, el higado y el tejido adiposo.

El tejido muscular depende de los acidos grasos, mas que de la glucosa, para conseguir
su energia durante la mayor parte del dia. Ademas, la membrana celular del misculo en reposo
es casi impermeable a la glucosa, excepto cuando la fibra muscular es estimulada por la
insulina. Sin embargo, existen dos condiciones fisiologicas en las que los muisculos utilizan
gran cantidad de glucosa para obtener energia. Una de ellas es el ejercicio intenso y por efecto
de la propia contraccion las fibras musculares se hacen, en extremo, permeables a la glucosa
por lo que no se requieren grandes cantidades de insulina (Park, 1959). La segunda
circunstancia en la que el masculo utiliza grandes cantidades de glucosa es dos ¢ tres horas
después de una comida. En este peniodo la glucemia es muy alta; asimismo, el pancreas esta
secretando gran cantidad de insulina para favorecer el transporte de glucosa al interior de las
células musculares. Durante este intervalo, la célula muscular utiliza hidratos de carbono en
vez de acidos grasos, ya que la liberacion de éstos desde el tejido adiposo se encuentra inhibida
por la propia insulina (Hedeskov CJ, 1980, Fain, 1984). Cuando después de una comida los
miisculos no se ejercitan, gran parte de la glucosa que se esta transportando al interior de Ias
células musculares se almacena en forma de glucogeno muscular, que mas tarde podra

utilizarse como energia muscular.
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La glucosa absorbida después de una comida se almacena casi de inmediato en el
higado en forma de glucdgeno. Cuando la glucemia comienza a disminuir y no se dispone de
insulina, como ocurre entre las comidas, el glucogeno hepatico es liberado en forma de glucosa
hacia la sangre, para evitar un descenso mayor en la glucemia. Por tanto, en primer lugar la
insulina causa la captacion y el depdsito de la glucosa en el higado, para ello inhibe la
fosforilasa hepatica, enzima que desdobla el glucogeno en glucosa. A su vez, la insulina
aumenta la captacion de glucosa de la sangre por las células hepaticas incrementando la
actividad de la enzima glucocinasa, que causa la fosforilacion de la glucosa tras difundir al
interior del hepatocito, impidiendo su salida a través de la membrana (Post y cols, 1961). La
insulina también aumenta la actividad de las enzimas que promueven la sintesis del glucogeno,

como son la fosfofructocinasa y la glucogeno sintetasa (Figura 3).

Cuando el individuo termina de comer y la glucemia comienza a disminuir, el higado es
capaz de liberar glucosa a la sangre circulante (Kraus-Friedmann, 1984). En primer lugar, la
glucemia decreciente hace que el pancreas disminuya su secrecion de insulina, asi se anulan
todos los efectos anteriormente comentados, deteniendo la sintesis de glucégeno en el higado y
la captacion de glucosa por las células hepaticas. La ausencia de insulina, con aumento
simultaneo del glucagon, activa a la fosforilasa, que favorece el desdoblamiento de glucodgeno
en fosfato de glucosa, asi como a la glucosa fosfatasa, que separa el radical fosfato de la

glucosa permitiendo que ésta difunda nuevamente a la sangre.

Cuando la cantidad de glucosa que entra en el higado es mayor que la que puede ser
almacenada como glucdgeno, se produce una conversion de todo el exceso de glucosa en
acidos grasos, que seran incorporados como triglicéridos en lipoproteinas de muy baja

densidad, que se transportaran y depositaran en los adipocitos (Standaert y cols., 1988).
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Figura 3.- Esquema general de la regulacion hormonal del metabolismo hepatico de los hidratos

de carbono.

La insulina aumenta el transporte de glucosa al interior de la mayor parte de las otras
células del organismo y también su utilizacion de la misma forma que en las células musculares.
Sin embargo, el cerebro es distinto al resto de 6rganos respecto a la accion de la insulina sobre
sus células, ya que éstas son permeabies a ia glucosa sin necesidad de insulina (Baskin, 1987).
La células del cerebro solo utilizan glucosa como fuente de energia, por tanto es esencial que
la glucemia se conserve siempre estable para que dichas células puedan ejercer su funcidon

adecuadamente.
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1.2.3.2.- Acciones de la insulina sobre el metabolismo lipidico

La insulina tiene varios efectos diferentes que conducen al deposito de grasas en el
tejido adiposo. Uno es el simple aumento de la utilizacion de la glucosa por muchos tejidos del
organismo, ahorrando de esta forma la utilizacion de grasas. Sin embargo, la insulina promueve
asimismo la sintesis de acidos grasos, que en su mayor parte ocurre en las células hepaticas
(Standaert y cols., 1984). Cuando la concentracion de glucogeno en el higado aumenta de un 5
a 6% inhibe por si misma la sintesis de nuevo glucogeno. En ese momento toda la glucosa
adicional que penetra en las células hepaticas queda disponible para formar grasa (Hedeskov
CJ, 1980; Fain, 1984). La glucosa se desdobla por via glucolitica en piruvato y a través del
ciclo de Krebs se sintetizan los acidos grasos (Figura 3). Casi todos los 4cidos grasos son
sintetizados dentro del propio higado, siendo utilizados para formar triglicéridos que salen de
las células hepéticas en lipoproteinas de muy baja densidad. La insulina activa a la lipasa de las
lipoproteinas del tejido adiposo, que desdobla de nuevo a los triglicéridos convirtiéndolos en
acidos grasos, fenomeno indispensable para ser absorbidos por las células adiposas, dentro de

las cuales se convierten de nuevo en triglicéridos y se almacenan.

La insulina tiene otros dos efectos esenciales para el almacenamiento de grasa en las
células adiposas, por un lado inhibe la accion de la lipasa hormonosensible, enzima que causa la
hidrolisis de los triglicéridos en los adipocitos, asi se inhibe la liberacion de acidos grasos a la
sangre circulante. Por otro lado, la insulina promueve el transporte de glucosa al interior de los
adipocitos. Parte de la glucosa se utiliza para sintetizar acidos grasos y otra parte para la
formacion de otra sustancia esencial para el almacenamiento de grasa: el glicerol, que se une
con los acidos grasos para formar triglicéridos, la forma en que se depositan los lipidos en las

células adiposas (Standaert y cols., 1988).

Todos los aspectos del metabolismo lipidico se estimulan mucho cuando no hay
insulina, este hecho puede ocurrir entre las comidas, cuando la secrecion de insulina es minima,
pero es extremo en la diabetes, en la que casi no se secreta esta hormona (Doniach y cols,

1983). En ausencia de insulina se invierten todos los efectos hormonales que causan el
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almacenamiento de grasa. Se activa la lipasa hormonosensible de los adipocitos, produciéndose
una hidrolisis de los triglicéridos almacenados y liberandose grandes cantidades de acidos
grasos y glicerol a la sangre circulante. Su alta concentracion plasmatica hace que sean el
principal sustrato de energia empleado por casi todos los tejidos del organismo incluido el
cerebro. El exceso de acidos grasos en el higado promueve la conversion de algunos de ellos
en fosfolipidos y colesterol, que junto con algunos triglicéridos formados en el higado, pasan
después a la sangre en las lipoproteinas, dando lugar a altas concentraciones de lipidos en

plasma que favorecen el desarrollo de aterosclerosis (Reaven y cols., 1986).

La falta de insulina origina también la formacion de cantidades excesivas de acido
acetoacético en las células hepaticas. Parte de este 4cido se convierte en B-hidroxibutirico y
acetona. Estas dos sustancias, junto con el 4cido acético, se llaman cuerpos ceténicos, su

presencia puede producir acidosis grave y coma (Goren, 1988).

1.2.3.3.- Acciones de la insulina sobre el metabolismo de las proteinas

Cuando se dispone de cantidades excesivas de nutrientes en la sangre circulante, unas
pocas horas después de las comidas, ademas de hidratos de carbono y grasas se almacenan
proteinas en los tejidos, para que esto ocurra es necesario que haya insulina (Hedeskov CJ,
1980; Fain, 1984).

La insulina induce el transporte activo de muchos aminodcidos al interior celular, es
decir, comparte con la hormona de crecimiento la capacidad de aumentar la captacion de
aminoacidos por las células. La insulina tiene, ademas, efectos directos en los ribosomas,
aumentando la traduccion del ARN mensajero, formando asi nuevas proteinas. Asimismo, la
insulina aumenta la transcripcion dei ADN nuclear, formando asi mayores cantidades de ARN
y promoviendo la sintesis y activacion de enzimas necesarias para el almacenamiento de
hidratos de carbono, grasas y proteinas (Meisler y cols., 1989). La insulina, a su vez, inhibe el

catabolismo protéico y en el higado deprime la gluconeogénesis, ya que para la sintesis de
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glucosa mediante este proceso son empleados aminoacidos plasmaticos, por tanto su inhibicion

conserva los aminoacidos en las reservas de proteinas del cuerpo (Kraus-Friedmann, 1984).

En ausencia de insulina todo el almacenamiento proteico se interrumpe aumentando el
catabolismo. En consecuencia, aumenta la concentracion plasmatica de aminoédcidos. La
destruccion proteica es una de las complicaciones mas importantes en la diabetes mellitus

(Ward y cols., 1989).

1.2.4.- Regulacion de la secrecion de insulina

La secrecion de insulina se encuentra principalmente regulada por la glucemia, aunque
es importante tener en cuenta que la participacion de esta hormona en el metabolismo de

proteinas y grasas implica a otros factores en el control de su secrecion (Howell y cols., 1984).

Con la glucemia normal en ayunas de 80 a 90 mg/dl, la tasa de secrecion de msulina es
minima. Si la glucemia se eleva repentinamente a un nivel dos 6 tres veces el normal y se
mantienen estos niveles elevados, la secrecion de insulina aumenta llamativamente en dos fases,

como se observa en la figura 4 A,
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Figura 4.- (A) Aumento de la concentracién plasmatica de nsulina tras un incremento
repentino de la glucosa sanguinea. (B) Aumento aproximado de la secrecion de insulina con diferentes

niveles de glucosa.
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En la primera fase, se incrementa casi diez veces en un plazo de tres a cinco minutos tras la
elevacion aguda de la glucosa sanguinea; este fendmeno es consecuencia del vaciamiento
rapido e inmediato de la insulina preformada por las células B de los islotes de Langerhans
(Hellesrstrom, 1984). Sin embargo, esta secrecion inicial no se conserva asi; sino que tiende a
normalizarse. Después de un intervalo de quince minutos, se incrementa de nuevo la secrecion
alcanzando niveles incluso superiores a los de la fase de hberacion rapida. Esta secrecion
resulta tanto de la descarga adicional de insulina preformada como de la actividad de algin

sisterna enzimatico que sintetiza y libera nueva insulina desde las células.

Al elevarse la concentracion de glucosa por encima de 100 mg/dl, la magnitud de la
secrecion de insulina se incrementa con rapidez, llegando a un nivel maximo de diez a treinta
veces el nivel basal para concentraciones sanguineas de glucosa que se encuentran entre 400 y
600 mg/dl (Figura 4 B). E! incremento en la secrecion de insulina es espectacular tanto en su
rapidez como en la enorme tasa de secrecion que se alcanza. Ademas, la interrupcion de la
secrecion de insulina es igualmente rapida, produciéndose dentro de los tres a cinco minutos
siguientes a la reduccion de la glucemia a los niveles de ayuno, Esta respuesta de la secrecion
de insulina a una glucemia elevada supone un mecanismo de retroalimentacion positivo de
extrema importancia para la regulacion de la glucemia. Es decir, cualquier aumento de la
glucosa aumenta la secrecion de insulina, y Ia insulina a su vez aumenta el transporte de
glucosa al interior del higado, el musculo y otras células, reduciendo asi la concentracion de

glucosa sanguinea a valores normales (Kraus-Friedmann, 1984).

Ademas del efecto estimulante de la glucemia elevada sobre la secrecion de insulina,
algunos aminoacidos son capaces de estimular la sintesis y liberacion de insulina. Sin embargo,
este efecto difiere en la estimulacion que produce la glucosa, ya que los aminoacidos solo son
capaces de imncrementar la secrecion de insulina en presencia de niveles elevados de glucemia,
potenciando enérgicamente el estimulo que ejerce la glucosa sobre la secrecion de insulina. La
estimulacion de la secrecion de insulina por los aminodcidos parece tener una finalidad

concreta, ya que la insulina estimula a su vez el transporte de aminoacidos hacia el interior
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celular y también la sintesis de proteinas, es decir, la insulina tiene importancia para la

utilizacion apropiada del exceso de aminoacidos (Malaisse, 1984).

Un conjunto de hormonas gastrointestinales (gastrina, secretina, colecistocinina y el
péptido inhibidor gastrico) causan un aumento moderado de la secrecion de insulina (DeGroot,
1989). Estas hormonas se liberan en el aparato gastrointestinal tras fa ingesta de alimentos,
produciendo un incremento anticipado de la insulina sanguinea, como preparacion para la
glucosa y los aminoécidos que se van a absorber . Estas hormonas casi duplican la magnitud de
la secrecidon de insulina, a medida que la concentracidon de glucosa en sangre periférica
aumenta. Otras hormonas que pueden aumentar directamente la secrecidon de insulina o
potenciar el estimulo de glucosa de secrecion de insulina son el glucagdn, la hormona de
crecimiento, el cortisol y en menor medida la progesterona y el estrogeno (Lenzen y cols,,
1984). La importancia de los efectos estimuladores de estas hormonas es que la secrecion
prolongada de cualquiera de ellas en grandes cantidades puede determinar, ocasionalmente, el
agotamiento de las células B de los islotes de Langerhans y causar asi diabetes mellitus. En
ciertas condiciones, la estimulacion de los nervios simpaticos o parasimpaticos que inervan el
pancreas puede aumentar la secrecion de insulina. Sin embargo, es dudoso que alguno de estos
efectos tenga importancia fistologica en la regulacion de la secrecion de insulina (Petersen y
cols., 1987).

1.3.- RESISTENCIA A LA INSULINA E HIPERINSULINISMO

1.3.1.- Sensibilidad a la accién de la_insulina; conceptos de resistencia a la insulina ¢
hiperinsulinismo

Se ha observado que existe una enorme variabilidad en los niveles de insulina que se
alcanzan en respuesta a un estimulo en distintos individuos e incluso en un mismo individuo.
Asimismo, la infusion de una determinada dosis de insulina produce efectos muy variados. En

resumen, la sensibilidad a la insulina de diferentes sujetos o de un sujeto dado en diferentes

15



Introduccion

circunstancias, es sumamente variable. Cuando esta sensibilidad se encuentra significativamente

disminuida se habla de resistencia insulinica,

Se han descrito deficiencias para cada uno de los eslabones de la cadena de accion
insulinica en determinadas condiciones fisiologicas y/o patologicas. Sin embargo, dado el papel
que tiene el nivel de glucemia en [a regulacion de la secrecion de la insulina, es l6gico pensar
que la disminucion de la accion hipoglucemiante de la insulina dara lugar a una alteracion en el
patron de secrecion de insulina. Por tanto, cuando se habla de sensibilidad a insulina, se hace
referencia a su efecto hipoglucemiante, es decir, a su efecto estimulador de la captacion

periférica de la glucosa.

La resistencia a la insulina consiste en una disminucion significativa de la captacion de
glucosa por los tejidos para unas concentraciones dadas de insulina. En presencia de esta
situacion se produce un aumento de los mveles plasmaticos de insulina, situacién que recibe el
nombre de hiperinsulinismo, y que tiende a corregir el defecto, ya que al estar disminuida la
captacion de glucosa por parte de los tejidos, las células B pancreaticas tienden a secretar una
mayor cantidad de insulina con objete de mantener la homeostasis de la glucosa. Por tanto, la

presencia de hiperinsulinismo sugiere un estado de resistencia a la insulina.

El higado y el musculo son los tejidos donde se da, mayoritariamente, la resistencia a la
insulina que implica una disminucion de la permeabilidad celular a la glucosa. En pacientes con
resistencia a la insulina se ha observado una disminucién en el flujo sanguineo al musculo
esquelético (Baron y cols., 1993) que conduce a una menor captacion de glucosa por parte de

éste.

En algunos casos de resistencia a la insulina, llega un momento, en que la
hiperinsulinemia compensadora es insuficiente para cubrir las demandas y empieza a
presentarse intolerancia a la glucosa. Hay evidencias experimentales que muestran que la
hiperglucemia mantenida puede dafiar la célula B, precipitando su fracaso secretor {Unger y

cols., 1985).
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El papel clave que representa la captacion de la glucosa estimulada por insulina (CGET)
en la regulacion del nivel de secrecion de insulina (SI) fue observada por Bergman en1990, que
aplicando la técnica del clamp hiperinsulinémico-normoglucémico a sujetos sanos, concluye
que en éstos el producto CGEl x SI permanece constante a pesar de existir grandes variaciones
en la CGEIl, esto quiere decir que una situacién de resistencia insulinica se compensa
automaticamente por un aumento de la secrecion insulinica. Sin embargo, en las situaciones de
intolerancia a los hidratos de carbono y en la diabetes mellitus tipo I, el valor de este producto
decrece, es decir, la secrecion de insulina no aumenta lo suficiente para compensar el nivel de
resistencia observado, ya sea por agotamiento de la célula B o por desensitizacion al nivel de
glucemia. Asimismo, se ha descrito que en poblaciones de riesgo (indios Pima, familiares de
diabéticos tipo II, etc.) la disminucion del producto CGEI x SI correlaciona bien con el riesgo

de desarrollar diabetes mellitus tipo II (Bergman, 1990).

Asi pues, la aparicion de resistencia a la insulina da lugar a la secrecion elevada de
insulina, es decir, al hiperinsulinismo, siempre que se mantenga la capacidad de secrecion y la
sensibilidad a la glucosa por parte de la célula  se produciréd un incremento compensatorio de
la secrecion de insulina para suplir la acciéon deficiente de ésta. Gracias a este incremento, la
tolerancia a la glucosa se mantiene normal. Esta interaccion dindmica entre la secrecion y la
sensibilidad a insulina puede explicarse examinando los cambios que se observan en el
metabolismo de la glucosa y la secrecion de insulina en personas obesas que acaban siendo
diabéticas. Cuando una persona de un peso normal consume un exceso de calorias se produce
una ganancia de peso. El desarrollo de obesidad se encuentra asociado a la resistencia a la
insulina que afecta al misculo y al higado (DeFronzo, 1988). Sin embargo, la tolerancia a la
glucosa permanece normal porque las células § pancreaticas aumentan su secrecion de insulina
para compensar esa resistencia a la insulina observada. Pero llega un momento en el cual se
agota la capacidad de la célula B y desciende la tasa de secrecion de la insulina. De esta forma
la concentracion plasmatica de insulina empieza a disminuir progresivamente. Es entonces
cuando se produce la intolerancia a los hidratos de carbono y la diabetes mellitus no

dependiente de insulina.
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Se ha observado que una parte muy importante de las poblaciones con estilo de vida
occidental presentan una CGEI disminuida incluyendo sujetos no obesos y con tolerancia
normal a hidratos de carbono. Los mecanismos implicados en esta situacion distan de estar
aclarados, aunque se han descrito diversas alteraciones, como la disminucion del ndmero y de
la afinidad de los receptores, la disminucion de la autofosforilacion y de la actividad tirosin-
quinasa del receptor, la disminucion de la translocacion de los transportadores de glucosa a la
membrana plasmatica, la disminucion de la actividad de dichos transportadores, la inhibicién de
la actividad enzimatica glucogenosintética, etc. (Olefsky y cols., 1988). La inhibicion de la
translocacion de los transportadores de glucosa podria ser especialmente importante, puesto
que se ha observado que resulta limitante para el metabolismo de la glucosa en los tejidos

periféricos (Ziel y cols., 1988).

Aunque han sido propuestas multiples hipotesis, no se conoce con profundidad de qué
forma el estiio de vida (dieta, ejercicio) influye sobre estos mecanismos. Por ejemplo, la
cantidad y la composicion de la grasa de la dieta podria influir en la permeabilidad de la
membrana celular al magnesio, de forma que un déficit del magnesio intracelular causaria

resistencia insulinica post-receptor (Resnick, 1987).
En cualquier caso la dismunucion del CGEI condiciona por una parte un riesgo
incrementado de intolerancia a los hidratos de carbono y de diabetes mellitus tipo II y por otra

parte una elevada prevalencia de hiperinsulinismo, que puede provocar ciertas alteraciones que

conducen a la hipertension.

1.3.2.- Tipos de resistencia a la insulina

Las causas que provocan la resistencia a la insulina pueden dividirse en:

- alteraciones de prerreceptor

- alteraciones del receptor o postreceptor
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Las alteraciones de prerreceptor se basan en alteraciones estructurales de la molécula
de insulina, a la aparicion de anticuerpos o a la existencia de niveles elevados de hormonas

contrarreguladoras, GH (hormona de crecimiento), corticoides y catecolaminas principalmente.

Las alteraciones a nivel del receptor o postreceptor podrian ir ligadas a la disminucion
del nimero de receptores, a la existencia de anticuerpos contra la subunidad del receptor o a
una alteracion en la activacion de la tirosin-quinasa. Este defecto ha sido demostrado en
pacientes obesos y con diabetes mellitus tipo II a nivel del tejido muscular, adiposo y hepatico

y seria la expresion mas clara del tipo de resistencia de postreceptor (Caro y cols., 1989).

1.3.3.- Métodos de determinacion de la resistencia a la insulina

1.3.3.1.- Técnica del clamp hiperinsulinémico-normoglucémico

Los primeros autores que utilizaron este método fueron Andres y cols. en 1966. Mas
tarde, DeFronzo y cols. en 1979 desarrollaron ampliamente el uso de esta técnica con objeto
de cuantificar la accion de la insulina in vivo . Actuaimente, es el método mas ampliamente
utilizado para determinar el grado de resistencia a la insulina. Consiste en la infusion de una
dosis elevada de insulina (1mU/min/Kg) manteniéndose a la vez constante la glucemia
mediante una infusion variable de glucosa, en este modelo la cantidad de glucosa necesaria
para mantener la euglucemia equivale a la cantidad de glucosa consumida por las células, ya
que la secrecion endogena de insulina esta suprimida por la infusion, es decir, una menor
cantidad de glucosa necesaria para mantener la euglucemia implica una menor utilizacion de la
glucosa y por tanto una mayor resistencia a la misma. Actualmente, no hay un nivel de
“normalidad”™ establecido, y como va se ha mencionado antes, debe tenerse en cuenta que la
sensibilidad a la insulina presenta una gran variabilidad individual. La resistencia a la insulina
desencadena un aumento de la secrecion de esta hormona, dando lugar al hiperinsulimsmo. Si
la célula B no tiene la capacidad de respuesta suficiente, ya sea por agotamiento o por
desensibilizacion, se producira un déficit relativo de insulina, es decir hiperglicemia,

intolerancia hidrocarbonada o diabetes mellitus tipo II. AGn con secrecion de insulina
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adecuada, en algunos casos de resistencia a la insulina, se puede producir hiperglucemia, ya
que la hiperinsulinemia cursa con un aumento de acidos grasos libres circulantes que estimulan

la produccion hepatica de glucosa (Reaven, 1988a).
1.3.3.2.- Test de sobrecarga oral de glucosa

Es la forma mas sencilla de estudiar la sensibilidad a la insulina. Consiste en determinar
las concentraciones plasmaticas de ghicosa e insulina en respuesta a una cantidad de glucosa
determinada que es administrada de forma oral. Sin embargo, este método plantea el mismo
problema que en el método anterior y es que hay que tener en cuenta la variabilidad individual
respecto a la sensibilidad a la insulina. Ademas, las concentraciones de glucosa e insulina se
encuentran parcialmente reguladas por la secrecion de otras hormonas como son las incretinas

y distintos factores gastrointestinales.

Por motivos de facilidad, para determinar el grado de resistencia a la insulina se emplea
mas frecuentemente el test de sobrecarga oral de glucosa que la técnica del clamp
hiperinsulinémico-normoglucémico. La correlacion de ambas técmicas es bastante aceptable

(Hollenbeck y cols., 1984).
1.3.3.3.- Test de sobrecarga intravenosa de glucosa

Mediante este test es posible estimar la secrecion de insulina tras la inyeccion de
glucosa en el sujeto, lo que supone un estimulo maximo en el organismo dada la ruta de
administracion intravenosa. Este test no es capaz de diferenciar entre la secrecion y la accion
de la insulina ya que ambas pueden ser el resultado de la disminucion de glucosa en plasma

(Starke, 1992}.
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1.4.- FACTORES QUE DETERMINAN EL DESARROLLO DE LA HIPERTENSION
ARTERIAL

La presion arterial necesaria para impulsar la sangre a traves del arbol circulatono fa
determina el bombeo cardiaco (gasto cardiaco) y el tono arterial (resistencia periférica). En
condiciones normales un aumento del gasto cardiaco es compensado por una disminucién de
las resistencias vasculares y viceversa. Cada uno de estos determinantes primarios de la presion
arterial esta determinado a su vez por la interaccion de una serie de factores mas complejos y
que aparecen en la figura 5. La hipertension se atribuye a anomalias de algunos de estos

factores (Kaplan, 1991).

- - [ Gasto Resistencia I
Hipertensidn = Cardfaco y/o periférica
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Figura 5.- Algunos de los factores involucrados en el control de la presion arterial que afectan

la ecuacion basica = gasto cardiaco x resistencia periférica.

Por tanto, los cambios hemodinamicos que determinan un aumentc de la presion
arterial seran debidos al incremento del gasto cardiaco o a un aumento de la resistencia

vascular sistémica. Sin embargo, es importante destacar que aunque el aumento del gasto
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cardiaco puede participar en el inicio del desarrollo de la hipertension, es el aumento de las

resistencias vasculares lo que determina el mantenimiento de esta.

El gasto cardiaco se define como la cantidad de sangre bombeada por cada ventriculo
en la unidad de tiempo. Este valor depende, a su vez, de la cantidad de sangre bombeada en
cada sistole (volumen sistolico) y del numero de sistoles por minuto (frecuencia cardiaca).
Algunos pacientes con hipertension limite en estadios tempranos tienen aumento del gasto
cardiaco, pudiendo obedecer 2 dos mecanismos, ya sea el aumento del volumen sistolico
(precarga) o al aumento de la estimulacion nerviosa del corazon que afectaria a la frecuencia

cardiaca.

La resistencia que oponen a la circulacion los vasos sanguineos es un factor
fundamental para determinar los valores de la presion. La contraccion de la musculatura lisa
arteriolar determina un incremento de la resistencia, con el consiguiente aumento de la presion

arterial.

1.4.1.- Aumento de la reabsorcién tubular de sodio

El rifién, a través de la regulacion del liquido extracelular, ejerce un efectivo control
sobre la presion arterial. La alteracion de la funcion excretora renal produce, en un plazo mas o

menos largo, un gradual aumento de la presion arterial (Guyton y cols., 1972). Cuando la

presion arterial se eleva por encima de los niveles normales, afecta a los rifiones causando un
aumento del volumen urinario y de la excrecién urinaria de sodio, este fenomeno se conoce
como mecanismo de diuresis o natriuresis de presion. (Roman, 1986). Esta pérdida de agua
determina una disminucion del volumen del liquido extracelular y por tanto de! volumen
sanguineo. Todo lo anterior condiciona al disminuir el retorno venoso, un descenso del gasto
cardiaco, que se asocia a un descenso de presion arterial. Los aumentos de la excrecién
urinaria de sodio y volumen como consecuencia de una elevacion de la presion arterial y por lo
tanto de la presion de perfusion renal, aparentemente son debidos a un descenso de la

reabsorcion tubular de sodio. Se ha propuesto que los cambios estructurales que afectan al
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rifion pueden producir retencion de sodio y asi hipertension (Sealey y cols., 1988). Dado que la
regulacion renal del volumen hidrico corporal es considerado el mecanismo dominante del
control de la presion arterial a largo plazo, si aparece hipertension, puede ser debido a algun
fallo en el mecanismo de natriuresis de presion (Guyton, 1980). En pacientes con hipertension
primaria, la alteracion de este mecanismo impide el retorno de la presion a sus valores
normales. El proceso comienza con un aumento de la resistencia vascular renal, que refleja una
contraccion preferencial de las arteriolas eferentes, quiza por un estimulo humoral, y el SRA es
un candidato obvio. La disminucion del flujo sanguineo renal aumenta la fraccion de filtracion.
La sangre capilar peritubular, con menos sodio y agua, tendra una presion oncotica mas alta, lo
que favorece la reabsorcion de sodio. El sodio y el agua retenidos expanden el arbol vascular,

aumentando mas la presion arterial (Roman y Cowley, 1985).

1.4.2.- Hiperactividad nerviosa simpatica

El aumento del gasto cardiaco es atribuible a la hipercontractilidad cardiaca que a su
vez es atribuible a un tono adrenérgico mas alto. La actividad simpatica en el corazon ocurre
tras una estimulacion directa a través de la liberacion de noradrenalina en el miocardio y una
indirecta por la accion de otras fibras simpaticas que liberan adrenalina en la circulacién. Estas
catecolaminas estimulan el corazon activando los receptores adrenérgicos cardiacos Pi. La
activacion de estos receptores incrementa la frecuencia y la contractilidad cardiacas (accion
cronotropica e inotropica positiva). La estimulacion del sistema nervioso simpatico (SNS)
también produce contraceion en otros vasos de mayor calibre, en particular en las venas. Esto
produce un desplazamiento de la sangre hacia el corazon, aumentando el volumen de llenado.
Aumenta, secundariamente, la fuerza de contraccion del miocardio, que bombea mayores
cantidades de sangre. Tanto el aumento de volumen sanguineo como el aumento de
contractilidad conllevan al incremento del gasto cardiaco. El mecanismo de natriuresis de
presion, anteriormente expuesto, puede verse también alterado por la vasoconstriccion

inducida por el SNS activado sobre las arteriolas renales eferentes (Colombo y cols., 1995).
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La accion de las vias simpaticas en los vasos se debe a la noradrenalina liberada en la
pared vascular o bien a la adrenalina liberada en la circulacion por las glandulas suprarrenales.
La respuesta a la estimulacion simpatica en términos de vasoconstriccion o vasodilatacion
depende del tipo de receptor predominante en una determinada zona. Asi, el predominio de los
receptores o-adrenérgicos en los vasos sanguineos produce una vasoconstriccion, mientras que
el predominio de los B,-adrenérgicos de los vasos musculares y coronarios determina una
vasodilatacién (Abboud, 1982; Braunwald, 1974). La activacion de los receptores o-
adrenérgicos implica la movilizacion del calcio de los depésitos intracelulares, asi como su
entrada desde el espacio extracelular produciéndose un aumento de la concentracion citosélica
de calcio, que da lugar a la contraccidon del muisculo liso vascular, aumentando, por

consiguiente, la resistencia periférica total.

1.4.3.- Aumento de la actividad del sistema renina-angiotensina (SRA)

La renina desempefia un papel esencial en la patogenia en la mayor parte de los casos
de hipertension. La figura 6 muestra, esqueméticamente, el SRA con sus principales
componentes. La renina actuando sobre su sustrato, el angiotensinogeno, determina la
formacion de un decapéptido, la angiotensina 1. A partir de esta y por la accién del enzima de
conversion de angiotensina (ECA), se forma la All, que es el principal componente activo del

sistema renina-angiotensina (Kaplan, 1991).

Angiotensindgeno

y
Enzima Covertidora
de Angiotensing

Figura 6.- Esquema del SRA que muestra la cascada bioquimica que conduce a la All

Angiotensina I

A
Angiotensina 11
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La A 1I ejerce sus acciones a través de su union a receptores especificos. Se han
descrito varios tipos de receptores para la A 11 (AT,, AT,, ATs, AT,) pero los més conocidos
en la actualidad son los AT, y los AT,. Los receptores AT, se localizan principalmente en los
vasos, el rifion, el corazon, el cerebro, el utero, los adipocitos, el ovario, el bazo y el pulmén
(Kakar y cols., 1992). Los receptores AT, se han detectado fundamentalmente en tejidos
embrionarios 0 en crecimiento, y en individuos adultos se han encontrado en la pared vascular,
las glandulas adrenales, el sistema nervioso central, el miometrio y en los foliculos ovaricos
atrésicos. La mayoria de las acciones conocidas de la AIl tienen lugar mediante la interaccion
con los receptores AT;. Dichas acciones, de una manera directa o indirecta, afectan a la
homeostasis cardiovascular y renal y como consecuencia participan en el desarrollo y
mantenimiento de patologias como la hipertension arterial (Figura 7), la aterosclerosis, la
insuficiencia cardiaca, el infarto de miocardio, 1a hemorragia cerebral, la insuficiencia renal, la

nefropatia diabética, etc.

Angiotensina IT

i Con‘rraccmn dlr'ec'ra E E Eshmulat:lén del \ EAumen‘ro de Ia‘l
de! masculo liso E icentro vasomotor ISecr-ecmén de |
L !

vascular del SNG IJ.&Q.I&.QQJE

3

! Estimulacién |
de la sed en

‘Estimulacién de
la secreccidn

i el SNC _‘ de al_doster'onn
: Vusoc;n;:lzlén i i Expansidn de volum

Aumento de le presidn arteriatl

Figura 7.- Representacion de la mayoria de las acciones de la All dirigidas hacia el aumento de

la presion arterial (Kaplan, 1991).
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Entre las acciones inducidas por la All que contribuyen a aumentar el gasto cardiaco

podemos mencionar:

El aumento de la fuerza de contraccion cardiaca, que mantiene el gasto cardiaco; a su
vez, la All potencia el SNS que amplifica los efectos directos vasoconstrictores ionotropicos y

cronotrépicos positivos de la Afl.

A nivel renal, la All produce vasoconstriccion en las arteriolas aferentes y eferentes,
siendo mayor la constriccion producida en la arteriola eferente, reduciendo asi el flujo
sanguineo renal y aumentando la filtracion glomerular, que junto al efecto directo que ejerce la
All sobre el tibulo produce un aumento de la reabsorcion de sodio y agua en el tibulo

proximal.

1a estimulacion de la sensacion de sed en el SNC y la liberacion de la hormona

antidiurética, contribuyendo al aumento del volumen hidrico.

La AIl también es un importante estimulo de la secrecion de aldosterona. La
aldosterona participa en la regulacion del sodio y del balance hidrico, asi como en la regulacion
del tono periférico arteriolar (Goodfriend, 1986). Sin embargo, se ha demostrado que
pequefios aumentos de All intrarrenal a dosis no presoras, producen cambios considerables de
la natriuresis que no se acompafian de modificaciones de la concentracion plasmatica de
aldosterona (Kanagy y cols., 1990). Por tanto, la participacion de la aldosterona en la accion
antinatriurética de la AIl en condiciones normales parece ser secundaria, aunque hay que
destacar que la aldosterona contribuye a evitar una pérdida excesiva de sodio en situaciones de

una ingesta baja de sal.
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Entre las acciones inducidas por la All que contribuyen a aumentar la resistencia

periférica podemos mencionar:

La capacidad de la AIl para producir vasoconstriccion generalizada, actuando
directamente sobre el musculo liso vascular produciendo su constriccion. La All a través de los
receptores AT, aumenta el calcio libre citosolico, estimulando su entrada desde el espacio
extracelular a través de canales tipo L o T, o su salida de los depdsitos intracelulares. El calcio
se une a la calmodulina y activa la cinasa de la cadena ligera de la miosina que es dependiente
de calcio-calmodulina. Esta cinasa fosforila la cadena ligera de la miosina produciéndose de

esta forma la contraccion del masculo liso vascular (Dzau, 1986).

Por otro lado, la AIl ejerce acciones sobre el crecimiento vascular, afectando a células
tan diversas como las células musculares lisas, las células endoteliales o los fibroblastos. Ello
posibilita la formaciéon de nuevos capilares o angiogénesis, pero también el engrosamiento
patologico de la pared vascular. Dicho engrosamiento se produce en el espacio subintimal y en
la capa media, y se asocia a una acumulacién anomala de colageno en la adventicia {(Heagerty,

1991).

1.4.4.- Disfuncion endotelial

Las alteraciones estructurales y/o funcionales del endotelio vascular estan presentes en
numerosas situaciones patologicas, incluyendo la arterioesclerosis, la hipertension arterial, la
hipercolesterolemia y la diabetes (Liischer y cols, 1992). La disfuncion endotelial puede
definirse como una serie de alteraciones que afectan la sintesis, la liberacion, la difusion o la
degradacion de los diversos factores derivados del endotelio. El principal mecanismo inductor
y mediador de la disfunciéon endotelial hipertensiva es la presion arterial elevada, responsable
de un incremento de las fuerzas de cizallamiento sobre las células endoteliales vasculares que
implica modificaciones estructurales y/o funcionales que afectan a la produccion o a la
liberacion de los distintos agentes vasoactivos vasodilatadores como las prostaglandinas, el

oxido nitrico (NO) o el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (FHDE) o
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vasoconstrictores como el tromboxano A, (TXA,), 1a endotelina (ET) o los radicales libres de
oxigeno. La disfuncion endotelial se manifiesta como una reducida respuesta vasodilatadora
dependiente de endotelio 0 una mayor respuesta constrictora dependiente o independiente de
endotelio como consecuencia de una alteracion en la que el equilibrio entre factores
vasodilatadores y vasoconstrictores se ha descompensado (Figura 8) (Lahera y cols, 1997).
Esto conlleva a una elevacion de las resistencias periféricas totales y al mantenimiento o

agravamiento de la hipertension arterial.

. PGt 41 | Endotelio

FCDE
ET TXAJPGH,

;Gi ‘ ’/

Muasculo liso
vascular

v v

Relajacion Contraccion

Figura 8.- Disfuncién endotelial en la hipertension esencial: posibles factores imphcados.

Dentro de las prostaglandinas, la prostaciclina (PGL) contribuye al mantenimiento del
flujo sanguineo, gracias a sus acciones vasodilatadoras y de antiagregacion plaquetaria, ademas
ejerce un efecto cronotropico positivo sobre el corazon. La principal accion de la
prostaglandina E, (PGE;) es la de reducir la reabsorcion de sodio, produciendo por ello
natriuresis. La PGE; inhibe también la accion de la hormona antidiurética sobre los tabulos
colectores impidiendo la reabsorcion de agua e incrementando la diuresis. Por tanto, la
deficiencia de prostaglandinas vasodilatadoras podria inducir al desarrollo de hipertension,
alterando la funcién renal y permitiendo la retencion de liquido, asi como acentuando los

efectos vasoconstrictores de la ATl lo que conllevaria al incremento de 1a resistencia vascular.

La vasoconstriccion producida por el aumento de la presion transmural se bloquea con

los inhibidores de la cicloxigenasa, lo que indica que un metabolito del acido araquidénico
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mediaria dicho efecto (Luscher y cols., 1990a). En concreto, dicho factor podria ser el TXA; o
un endoperdxido ciclico como la prostaglandina H, (PGH,). Por ultimo, la sintesis y liberacion
de TXA; en el endotelio se incrementa por la accion de la noradrenalina, la All, la nicotina, el
ionoforo de calcio A23187, lo que indica que parte de las acciones de estos factores

constrictores podrian ser dependientes de la liberacion de TXA,.

En muchos pacientes hiperiensos se encuentran anomalias de los
vasodilatadores endogenos, como el NO, asi como niveles plasmaticos anormales del
vasoconstrictor ET (Kohno y cols, 1993). Se ha postulado como origen renal de la
hipertensién esencial una menor accion o produccion de NO y/o mayor accién y produccion de
un factor constrictor derivado del endotelio (FCDE) o de la endotelina-1 (ET-1). La ET-1,
considerada como el péptido vasoconstrictor mas potente conocido, podria estar implicada en
la fisiopatologia de la hipertension, ya que en muchos casos se han encontrado niveles
plasmaticos de ET-1 aumentados. Sin embargo, dado que la ET-1 es liberada localmente hacia
la zona abluminal de la pared vascular, y no es considerada como una hormona circulante, la
medida de las concentraciones plasmaticas de ET-1 ha sido criticada como un indice poco
preciso de la produccion de este factor. La ET a través de receptores especificos que se

encuentran en las células del misculo liso produce contraccion y proliferacion celular.

1.4.5.- Otras hormonas implicadas en la hipertension

La disminucion de la actividad de las cininas puede estar implicada en ¢l desarrollo y en
¢l mantenimiento de la presién arterial elevada. Las cininas son sustancias vasodilatadoras
implicadas en la regulacion del flujo sanguineo modulando la respuesta a vasoconstrictores
como la All, a su vez, las cininas estimulan la sintesis de prostaglandinas en las células
vasculares y renales. El efecto vasodilatador de las cininas parece independiente de las
prostaglandinas, mientras que su efecto natriurético parece depender en parte de la sintesis de
prostaglandinas en la médula renal. El sistema calicreina-cinina renal estimula el SRA. Por otro
lado, la All, la aldosterona y las prostaglandinas pueden estimular la liberacion de calicreina.

La enzima de conversidon de angiotensina (ECA), similar a la cininasa II, interrelaciona los
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sistemas calicreina-cinina y SRA, ya que por un lado cataliza el paso de Al a AllL y por el otro

inactiva las cininas (Kaplan, 1991).

La hormona antidiurética (ADH) o vasopresina, segregada por la neurohipofisis, tiene
como principal funcion la reabsorcion renal de agua a nivel del tibulo colector. Participa, a
través de sus acciones renales, en la homeostasis del volumen de liquido extracelular. A nivel
vascular, incluso a dosis muy bajas ejerce un efecto vasoconstrictor. Esta hormona podria estar
involucrada en la hipertension primaria. Diversos modelos animales de hipertension presentan
niveles altos de vasopresina (Mohring v cols., 1979, Crofton y cols., 1979). Asimismo, en
pacientes con hipertension primaria hiporreninémica se observan concentraciones plasmaticas

elevadas de vasopresina (Os y cols., 1986).

Existen otras hormonas como los péptidos opioides, la neurotensina, el péptido
intestinal vasoactivo, el péptido natriurético atrial que también ejercen un papel en el control de

la presion arterial,

1.4.6.- Alteraciones estructurales de Ia pared vascular

El aumento de las resistencias vasculares periféricas parece ser consecuencia del tono
vascular y/o de los cambios estructurales caracterizados por un aumento del grosor de la capa
media vascular. Las modificaciones estructurales de la pared arterial pueden ser debidas a tres
procesos distintos: La hipertrofia, la hiperplasia y el remodeiado de los componentes de la
pared vascular (Mulvany y Aalkjaer, 1980, Heagerty, 1991). El engrosamiento de la pared
arterial se debe a un incremento de la masa del masculo liso vascular y del tejido conectivo de
la capa media, aunque también desempefian un papel importante los procesos de remodelado
de los componentes de la pared vascular. Estas alteraciones de la estructura de los vasos
arteriales tienen importantes repercusiones no solo morfolégicas, sino también funcionales para

diversos 6rganos como el corazon, el sistema nervioso central y el nifion.
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La hiperactividad nerviosa simpatica es considerada como un factor inductor de la
hipertrofia vascular. Tanto la noradrenalina como los agonistas adrenérgicos estimulan el
crecimiento de las células del misculo liso arterial in vivo e in vitro (Blaes y Bloissel, 1983;
Bell y Madri, 1989; Cavallero y cols, 1973). Ademas, las catecolaminas endogenas también
parecen estar implicadas en la regulacion de los procesos de crecimiento de la pared vascular,
va que la denervacion simpatica o la simpatectomia quimica inhiben la proliferacion de las

células musculares lisas (Bevan, 1975; Fronek y cols, 1978; Lee y cols, 1987).

La AIl, junto con el estrés hemodinimico que tiene lugar la hipertensién
arterial, es uno de los principales factores causantes de las alteraciones morfologicas de la
pared vascular (Heagerty, 1991). Las acciones de la All sobre el crecimiento de la pared
vascular dependen de la activacion de los receptores AT, en las células musculares lisas, a
corto plazo median la vasoconstriccion, pero a largo plazo modifican la expresion génica
promoviendo la sintesis de ADN v de proteinas. La A 1l también es capaz de estimular la
produccion y la accion de factores mitogénicos como el factor de crecimiento de fibroblastos
(bFGF), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
tumoral (TGFa) o el factor de crecimiento derivado del endotelio vascular (VEGF) que
estimulan la proliferacion de las células musculares lisas y la sintesis de proteinas. La A I, a
través de la estimulacion de los receptores AT,, parece jugar un importante papel en la
formacién, migracién y proliferacion subendotelial de las células musculares lisas de la media
que forman la neointima en respuesta al dafio vascular producido por la angioplastia.
Recientemente se¢ ha demostrado que el PDGF parece jugar un importante papel en este
proceso, ya que es parcialmente responsable del crecimiento inducido por la A II, asimismo
estimula la expresion de receptores AT; en las células de la neointima, lo cual realimenta

positivamente este proceso.
La ET estimula el crecimiento y la proliferacion de una gran variedad de tipos celulares,

incluyendo las células del musculo liso vascular y las células endoteliales. Ademas, otros

factores de crecimiento como el PDGF o el bFGF potencian la actividad mitogénica de la ET.

31



Introduccion

Asimismo, €sta podria estimular la proliferacion del musculo liso indirectamente facilitando la

produccion local de la All

1.5.- INTERRELACIONES ENTRE LA RESISTENCIA A LA INSULINA Y LA
HIPERTENSION

Tanto la resistencia a la insulina como la hiperinsulinemia son patologias que en
muchos casos se presentan en pacientes con hipertension esencial (Reaven y cols, 1987,
Defronzo y cols., 1991). Esta hipotesis se ha basado en que algunos grupos de pacientes con
hipertension presentan hiperinsulinemia (Lucas y cols., 1985, Ferrannini y cols., 1987) y ésta
parece estar asociada a la resistencia a la insulina. A su vez, estas alteraciones en el
metabolismo de la glucosa estan relacionadas con el desarrollo de aterosclerosis. Por tanto, se
ha sugerido que la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia juegan un importante papel en

el desarrollo de la hipertension, la dishpidemia y la aterosclerosis (Reaven, 1991a).

En la actualidad, es un hecho conocido que la resistencia a la insulina y la hipertension
arterial se encuentran a menudo asociadas. En humanos esta asociacion se da, al menos, en un
60% de la poblacion occidental (Black, 1990). Se han propuesto multiples mecanismos que
conducen a la hipertension partiendo de la resistencia a la insulina (Ferrannini y col. 1987,
Gans y col. 1991). Sin embargo, la relacidn patogénica entre estas dos enfermedades tan
frecuentes continia siendo un enigma, por ello se sigue debatiendo si la asociacion entre
hipertensién e insulinorresistencia, s 0 no causal. Existen trabajos que asi lo apoyan y otros

que lo debaten.

Una explicacion alternativa para el vinculo de union entre hipertension y resistencia a la
insulina es el desarrollo de hiperinsulinemia. La respuesta a la resistencia a la insulina por parte
de las células B, como se ha explicado anteriormente, es aumentar su secrecion de insulina y
ésta, actuando directamente sobre los vasos de resistencia arteriales, de lugar a un incremento

de la presion arterial.
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ia explicacion sobre la asociacion entre la hipertension arterial y la resistencia a la
insulina, dio lugar a la busqueda de un modelo experimental que presentara dichas alteraciones.
La resistencia a la insulina aparece en distintos modelos de hipertension experimental El
desarrolio de resistencia a la insulina e hipertension puede conseguirse experimentalmente en
roedores mediante la administracion de dietas ricas en sacarosa o fructosa (Zavaront y cols.,
1980). Estos modelos experimentales han aportado mucha informacion sobre los mecanismos
bioquimicos responsables del empeoramiento de la disminucion de la sensibilidad a la insulina
(Tobey y cols., 1982). En el modelo experimental de la rata alimentada con fructosa se
desarrolla un incremento de la presion arterial que no es determinado genéticamente, sino que
es inducido mediante la dieta (Hwang y cols, 1987). La fructosa es el hidrato de carbono
escogido por la mayoria de los autores para desarrollar el modelo experimental de ratas con
hipertension asociada a resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. Froesch en 1972 demostr6
en experimentos in vivo que la mayoria de la fructosa admimstrada era rapidamente convertida
en glucosa. Ademas demostrd que en animales diabéticos, la fructosa era ain mas rapidamente
convertida en glucosa y que mas de un 20% de esta fructosa se eliminaba en forma de glucosa

en la orna.

Hall en 1966 fue uno de los primeros investigadores que observo que el incremento de
la ingesta de hidratos de carbono eleva los niveles de presion arterial en animales de
experimentacion, Mas tarde, Young y cols. en 1977 asi como Fournier y cols en 1986
observaron que la alimentacion con sacarosa acentuaba la elevacion de la presion arterial en
ratas Wistar-Kyoto (WKY) y en ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Ademas del
incremento de presion arterial, las dietas ricas en hidratos de carbono producen resistencia a la

insulina, hiperinsulinernia e hipertrigliceridemia.

1.5.1.- Mecanismos por los que el hiperinsulinismo puede causar hipertensiéon

Los nexos de union entre resistencia a la insulina e hipertension se basan en los efectos

adversos de la resistencia a la insulina;
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1.5.1.1.- Alteraciones de la membrana del misculo liso vascular

La hipertension en individuos diabéticos puede en muchos casos ser causa de un
incremento de la resistencia vascular periférica que de lugar a [a apariciéon de respuestas
aumentadas a agonistas contractiles en el muisculo liso vascular (Weidman y cols., 1985).
Ademas, se producen alteraciones en el transporte cationico en las células de la musculatura
lisa vascular que pueden llevar a un incremento en las resistencias vasculares a través del
aumento de la concentracion citoplasmatica de calcio en las células de la musculatura lisa
vascular, dicho aumento esta implicado en la contractibilidad de las células del misculo liso
(Levy y cols., 1989). El calcio intracelular es fundamental en la contraccion cardiaca y de la
musculatura lisa vascular (Ringer, 1983, Kuriyama y cols., 1982), jugando un papel importante
en la frecuencia cardiaca y en la resistencia vascular. Por esta razon muchos investigadores han
centrado su atencion en las acciones del calcio sobre la hipertensiéon. Existe una correlacion
entre los niveles de presion arterial y las concentraciones libres de calcio intracelulares en
plaquetas de pacientes hipertensos (Erne y cols., 1984), Por otro lado se da una correlacion
inversa entre los niveles de presion arterial y la concentracion de magnesio de células
sanguineas en hipertensos (Resnick y cols., 1984). Esto estudios sugieren que una alteracion en
el metabolismo i6nico intracelular puede representar la unién entre la presion arterial y las

alteraciones del metabolismo de hidratos de carbono (Resnick, 1991).

La insulina parece jugar un importante papel en la regulacion de dos importantes
bombas de la membrana celular, la bomba de Ca’'- ATPasa y la bomba de Na'- K' -ATPasa
(Figura 9). La resistencia a la insulina podria dar lugar a una disminucion de la actividad de
ambas bombas, lo que implica un incremento en la concentracion citoplasmatica de calcio en
las células de la musculatura lisa vascular capaz de incrementar las resistencias vasculares

periféricas.

Otra bomba de ia membrana celuiar que se encuentra afectada por ia insulina es el
intercambiador Na - H" (Pontrememali y cols.,1991). Este intercambiador esta involucrado en

el intercambio de iones de Na™ externos por iones de H' intracelulares y estd presente en todas
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las membranas celulares. Dentro de sus multiples funciones se encuentran la regulacién del pH
intracelular, el ingreso intracelular de sodio v la transferencia de solutos a través de las células
epiteliales (Seifter y Aronson, 1986). Ademas, un incremento de la actividad del
intercambiador Na'- H' puede dar lugar a una acumulacion de sodio capaz de incrementar la
concentracion citoplasmatica de calcto en la hipertension esencial (Aviv y cols., 1988). Dicho
incremento esta implicado en la hipertension vascular asociada con la resistencia a la insulina y
la hiperinsulinemia (Weidman y cols., 1985). El intercambiador Na'- H' es muy abundante en
el ribete en cepillo de las células tubulares renales y su activacion introduce en éstas sodio
procedente del tabulo a la vez que extrae de ellas protones hacia el tibulo. Curiosamente e!
intercambiador Na'-H' es el Gnico marcador genético conocido que se ha asociado con el
desarrollo de la hipertension esencial (Canessa y cols., 1980). La retencion de sodio inducida
por insulina no se mantiene a largo plazo debido a la estimulacion de diversos mecanismos
contrarreguladores. La insulina “per se” no es un inhibidor de la Na'/K'- ATPasa, pero se ha
observado que en situaciones de hiperinsulinismo como la hipertension arterial esencial y la
diabetes mellitus puede existir un incremento de la hormona natriurética, presumiblemente
desencadenado por la retencion hidrosalina secundaria a la accion insulinica, resultando en una

inhibicion de la Na'/K'- ATPasa, lo que puede contribuir a2 aumentar el exceso de sodio.
que p

Existen otros factores como el factor natriurético atrial, que pueden producir
natriuresis compensadora sin causar incremento del sodio o el calcio intracelular ni
hipertension, aunque hoy dia no se conocen bien cuales son los condicionantes para la

activacion de uno u otro de estos mecanismos.

En la situacion de aumento de insulina, se ha observado inhibicion de la Ca*-Mg'-
ATPasa, favoreciendo la acumulacion de calcio y el déficit de magnesio intracelular. La
hiperactividad noradrenérgica favorece la entrada de calcio a la célula a través de los canales
de calcio operados por receptor, sensibles a la estimulacion alfa-adrenérgica. Estos
mecanismos pueden incrementar mas aun el exceso de calcio intracelular, y por tanto la

hiperreactividad vascular.
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Figura 9.- Interaccion de la resistencia a la insulina y la membrana plasmatica.
1.5.1.2,- Efecto estimulador del sistema nervioso simpatico

En modelos experimentales y en humanos, se ha observado una activacion del SNS tras
la inyeccién de insulina. Por otra parte, se ha descrito que la situacion de ayuno prolongado
suprime la actividad del SNS en animales (Young 1977) y en el hombre (Young y col 1984).
Por otro lado la realimentacion da lugar a una estimulacion del SNS. Liang y cols. en 1982
demostraron que durante la aplicacion del “clamp” de insulina normoglucémico en perros se
incrementaban los niveles de noradrenalina plasmatica. En el hombre, mediante la técnica del
“clamp” normoglucémico se ha demostrado de forma concluyente que la inyeccion de dosis
progresivas de insulina condiciona un incremento dosis-dependiente de noradrenalina
circulante, con incremento de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial (Rowe y cols.,
1981). Estos datos han sido confirmados mediante registros con microelectrodos intraneurales
en fasciculos nerviosos de los vasos de resistencia del musculo esquelético, que han permitido

demostrar el incremento de impulsos simpaticos vasoconstrictores durante estudios con
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“clamp” normoglucémico hiperinsulinémico (Berne y cols., 1989). Aunque, también existen
resultados contradictorios respecto a este punto como los que encontraron Airaksinen y cols.
en 1985, estos autores observaron que la infusion intravenosa de insulina en humanos no

producia ninguna modificacion.

En situaciones de hiperinsulinemia se produce una estimulacidn simpatica mantenida,
que a su vez aumenta la resistencia a la insulina, creandose un circulo vicioso. Una ingesta de
hidratos de carbono elevada produce un incremento en la concentracion de insulina plasmatica,
que da lugar a un aumento de noradrenalina en una gran variedad de tejidos como son el
musculo, el higado y los adipocitos (Fournier, 1986). Por el contrario, una reduccion de
hidratos carbono en ia dieta disminuye la secrecion de noradrenalina. Cuando la secrecion de
insulina es inhibida con somatostatina se bloquea la estimulacion sobre el SNS producida por la
elevada ingesta de hidratos de carbono (Reaven, 1989 b). Estos resultados sugieren que la
insulina media los cambios inducidos por la dieta sobre la actividad del SNS.

Es conocido el hecho de que la adrenalina es un potente antagonista de insulina
(Dietbert y cols.,1980), siendo capaz de inhibir la captacion de glucosa mediada por insulina
por parte del masculo esquelético ademas de bloquear la accion inhibitoria de la glucosa sobre
la produccion de glucosa hepatica. Este efecto podria dar lugar a la aparicion de resistencia a la

insulina y mas tarde a hiperinsulinismo.

Como ya hemos explicado en la presente introduccion, el incremento en la actividad del
SNS es capaz de elevar la presion arterial a través de multiples mecanismos: aumento de la
frecuencia cardiaca, incremento del volumen sanguineo cardio-pulmonar, vasoconstriccion de
los vasos de resistencia arteriales y retencion renal de sodio. El mecanismo por el cual la
insulina estimula el sistema nervioso simpatico no esta totalmente aclarado. Es posible que
ocurra a través de una accion central en areas sensibles a la insulina en el hipotalamo, ya que en
el nicleo ventromedial del hipotidlamo existen ciertas neuronas sensibles a la glucemia e
insulinemia que modulan la actividad simpatica de los centros troncoencefalicos. Existen datos
que demuestran que tanto la inyeccion hipotalamica de glucosa como de insulina producian

hiperactividad simpatica periférica, motivo por el que se postulé la ubicacion del sistema
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efector a nivel hipotalamico. La demostracion de esta suposicion se obtuvo con los
experimentos de destruccion selectiva de un grupo de células hipotalamicas con Au-
thioglucosa, lo cual condicionaba en animales de experimentacion un bloqueo de la actividad

simpatica por el ayuno (Young y cols., 1980).
1.5.1.3.~ Efecto del sistema renina-angiotensina

Hallab y cols. en 1992 observaron que la insulina ejercia efectos sistémicos
incrementando los niveles plasmaticos de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), de
esta forma aumentaba la secrecion de aldosterona (Rocchini y cols., 1990) vy la produccion de
All, que como ya hemos hablado anteriormente, tiene efectos presores sobre la musculatura
lisa vascular. Asimismo, Lind y cols. en 1992 observaron en pacientes hipertensos con
sensibiiidad a la insulina disminuida, una elevada actividad de renina plasmatica. El estudio de
Rao en 1994 demostrd que la infusion de All a una dosis que producia un incremento de la
presion arterial inducia, a su vez, un estado de resistencia a la insulina ya que la

vasoconstriccion producida por la All reducia la captacion de glucosa.

Se ha demostrado que los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina asi
como los antagonistas de los receptores AT, de AIl mejoran la sensibilidad a la insulina en
pacientes hipertensos y en ratas alimentadas con fructosa (Ferranini y cols., 1987, Pollare y
cols., 1989, Iyer y cols., 1996) Esto sugiere la participacion de la All en los mecanismos de

insulinorresistencia asociados con la hipertension.

Otro posible mecanismo que explique la relacion entre el SRA y la sensibilidad a la
insulina podria ser una anormalidad en la homeostasis del magnesio. El magnesio ejerce un
papel regulador en la contraccion del musculo liso vascular asi como en procesos relacionados
con el metabolismo de la glucosa como es la glicolisis, por esta razon es importante destacar
que Resnick y cols. en 1983 observaron una concentracion sérica de magnesio disminuida en

pacientes hipertensos con alta actividad de renina plasmatica.
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1.5.1.4.- Efectos sobre la pared vascular

La insulina es capaz de estimular directamente la proliferacion del muisculo liso
vascular. A diferencia del resto de las células del organismo las cuales endocitan y degradan los
complejos insulina-receptor, se ha observado que la célula del endotelio vascular es capaz de

entregar la insulina intacta a la pared vascular tras endocitosis desde el torrente circulatorio.

La insulna puede contribuir al desarrolflo de hipertension, actuando directa o
indirectamente a través de la estimulacion de factores de crecimiento como el “insulin-like
growth factor” (IGF-1) (Pfeifle y cols.,1981; Basnkota y cols., 1989). El IGF-I es un factor
clave en los procesos de crecimiento tisular, y se encuentra muy relacionado con la insulina.
Fue descrito por primera vez por Salmon y Daughaday en 1957, quienes le denominaron
“factor con actividad de sulfacion” sugiriendo que seria el factor a través del cual la hormona
del crecimiento (GH) ejerceria sus efectos troficos. En afios posteriores, ademas del IGF-1, se
identifico otro péptido de caracteristicas similares al que se denominé IGF-II. Sin embargo,
parece claramente demostrado que el IGF-I esta regulado por la GH mientras que el IGF-1I no
lo estd (Baxter, 1988). Estos productos circulan por la sangre fuertemente ligados a unas
proteinas transportadoras. La proteina que se encuentra ligada al IGF-I esta regulada por la
GH. Los péptidos IGF-I e IGF-II guardan una alta homologia con la molécula de proinsulina.
En base a estas analogias se pueden explicar las interacciones funcionales de los IGFs y de la
insulina a nivel del receptor. La insulina actuando indirectamente a través del receptor del IGF-
I causa hipertrofia de la pared vascular y estrechamiento del lumen de los vasos de resistencia
implicados en la regulacién de Ia presion arterial sistémica (Lever, 1986). Las acciones de la
insulina y del IGF-1 sobre la hipertrofia vascular se basan en el incremento del tamaiio y en el
mimero de miocitos (Mulvany y cols., 1978), asi como el aumento de proteinas, DNA y
colageno (Brayden y cols., 1983). Los receptores para el IGF-1 e insulina se encuentran, entre
otros organos, en los vasos sanguineos (Kaiser y cols., 1985). Asimismo, numerosos estudios
in vitro han demostrado que la insulina es capaz de estimular la proliferacion del musculo liso

de la pared arterial (Scout 1979).
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Como hemos comentado, el incremento en la actividad del intercambiador Na'- H'
producido por la accion de la insulina, puede dar lugar a la alcalinizacion celular que produce
un efecto estimulador de sintesis de proteinas y de proliferacion celular (Aviv y cols., 1988)
que a su vez pueden promover el remodelado vascular, la hipertrofia asi como acelerar la
aterosclerosis. Los factores de crecimiento tales como la Al activan este intercambiador de
modo que el citoplasma se alcaliniza y estimula el crecimiento celular (Valiega y cols., 1988).
Por otra parte la alcalinizacion del musculo liso vascular incrementa la reactividad vascular

frente a diferentes estimulos como la noradrenalina, la A Il y la sobrecarga salina.

1.5.1.5.- Efecto de la retencion de sodio a nivel renal

Otro mecanismo por el cual la insulina puede causar hipertension es la retencion renal
de sodio estimulada por insulina. Fue Atchley, en 1933 el primero que sugirié que la insulina
afecta al manejo renal de sodio. Posteriormente, Miller y Bogdonoff en 1954 observaron una
reduccion de la excrecion urinaria de sodio tras la administracion de insulina a sujetos
normales. DeFronzo en 1981, demostro el efecto antinatriurético que la insulina ejercia sobre
el rifién. Este efecto resuita mas evidente en pacientes diabéticos (Saudek y cols., 1974,
(’Hare y cols., 1982). Este hecho también fue claramente demostrado por Smith y DeFronzo
en 1983, quienes observaron que la inyeccion de insulina en humanos produce una disminucion
de la excrecion de sodio. Esta antinatriuresis parece ser independiente de la kalemia, ¢l SRA y
las prostaglandinas, estando mas en relacion con la ADH y el aumento del calcic extracelular.
La sugerencia seria que este efecto agudo podria evitar la pérdida postpandrial de sodio debida
a las modificaciones de la hemodinamica intrarrenal secundarias a la ingesta de aminoécidos
(Gupta v cois., 1992). La insulina no parece afectar a la hemodinamica renal, pero tiene una
accion directa sobre el tibulo renal. Mediante los estudios con clamp hiperglucémico
hiperinsulinémico y con clamp normoglucémico-hiperinsulinémico, DeFronzo en 1978
demostrd que tanto el aclaramiento de sodio como la excrecion renal de sodio disminuian
significativamente debido a la hiperinsulinemia, sin producirse modificaciones en el flujo

plasmatico renal, ni en la tasa de filtracion glomerular.
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Con técnicas de micropuncion se ha determinado que el efecto de la insulina sobre el
transporte de sodio se produce en el tubulo contorneado distal o en la parte ascendente del asa
de Henle. Mediante experimentos en riiion aislado con infusiones de insulina en la arteria renal
se ha demostrado que este efecto antinatriurético es directo o primario y no secundario a las

alteraciones metabolicas y hemodinidmicas.

La retencion de sodio en caso de hiperinsulinismo en una etapa inicial se traduciria en
una hipervolemia, a continuacion el organismo llevaria a cabo una respuesta adaptativa que
elevaria la presion arterial, con lo que aumentaria la presion de perfusion renal y se produciria
una natrivresis de presion. Asi, debido a la existencia de diversos mecanismos
contrarreguladores, la retencion de sodio inducida por insulina no se mantiene a largo plazo.
En situaciones de hipervolemia y en distintos tipos de hipertension se ha detectado una
disminucion de la actividad de la bomba Na'/K'-ATPasa, inducida por la presencia de un factor
enddgeno similar a la digoxina (digoxin-like factor) que produce inhibicién de la bomba Na/K”
y se comporta como natriurético. Fue Blaunstein en 1977 quién sugirié que esta “hormona
natriurética” circulante, inhibidora de la Na'/K'-ATPasa mantenia el balance de sodio,
limitando asi la retencion renal de sodio a costa de un aumento del sodio intracelular con
depleccion de potasio, 1o que a su vez conlleva inhibicién del intercambio Na"/Ca™, causando

acumulo de calcio intracelular y en definitiva, hiperreactividad vascular e hipertension.

1.6.- INTERRELACION ENTRE LA RESISTENCIA A LA INSULINA Y OTRAS
PATOLOGIAS

1.6.1.- Dislipidemia y aterosclerosis

La insulina es una hormona con capacidad aterogénica (Scout, 1969; Scout 1991). La
placa aterosclerética, en su forma madura, estd compuesta de lipidos, colageno, células
espumosas y en ella se observa proliferacion de células del musculo liso (Ross, 1986). La
elevada concentraciéon plasmatica de insulina afecta a todos estos constituyentes. Se ha

demostrado que la incubacion con insulina de células musculares lisas, estimula la proliferacion
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de éstas. Tras la adicion de insulina in vivo o in vitro en células musculares lisas, fibroblastos y
células mononucleares se produce un incremento de la actividad del receptor de lipoproteinas
de baja densidad (LDL), asi como un aumento en la sintesis de colesterol y triglicéridos. El
efecto estimulador de [a insulina sobre la sintesis lipidica resulta de su accidn sobre las enzimas
lipogémcas: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima malica y 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa. Ademas de promover el desarrollo de la placa aterosclerdtica, la
hipennsulinemza inhibe la reabsorcion de placas una vez formadas. La insulina es también capaz
de estimular la sintesis de colesterol, quiza a través de la activacion de la HMG CoA reductasa,

enzima clave en la sintesis de colesterol.

Cruz y cols. en 1961, demostraron que una infusion continua de insulina a bajas dosis
en arteria femoral canina causaba una marcada proliferacion de la intima y la media con
acumulacion de colesterol y acidos grasos. Cuando los animales fueron tratados con alloxano,

que destruye las c€lulas B, productoras de insulina, se atenuaba el desarrollo de aterosclerosis.

Existen numerosos trabajos in vivo e in vitro que relacionan la insulina con el desarrollo
de aterosclerosis. Aunque no hay que olvidar que el desarrollo de la aterosclerosis en el
sindrome de resistencia a la insulina es mucho mas complejo y envuelve factores adicionales a

la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina.

Como ya se ha comentado, la hipertrigliceridemia y la disminucion del colesterol HDL
son alteraciones que se observan frecuentemente en pacientes con resistencia a la insulina
(DeFronzo, 1991). Cuando en el tejido muscular se encuentra disminuida la respuesta a
insulina, la resultante hiperinsulinemia implica dos importantes efectos sobre el metabolismo de
las grasas. Por un lado, se incrementa la sintesis lipidica por el higado, estos lipidos se
depositaran como tejido adiposo v triglicéridos. Por otro lado, se incrementara la captacion de

glucosa por los adipocitos aumentando la sintesis de triglicéridos.

Existen dos factores que determinan la concentracion de VLDL en plasma: la velocidad

de sintesis de VLDL hepatica y la velocidad de eliminacion de VLDL de los tejidos periféricos
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(Ginsberg, 1987). La sintesis de VLDL hepatica es regulada tanto por la concentracion de
insulina plasmatica como por la disponibilidad de sustrato (acidos grasos libres y glucosa). El
incremento en la secrecion de insulina como respuesta compensatoria a la resistencia a la
insulina implica un aumento de la sintesis de VLDL por el higado. La eliminacién de VLDL de
la circulacion periférica es regulada por la lipasa lipoprotéica, a su vez, esta enzima esta
regulada por la concentracton de insulina plasmatica (Brunzell, 1979). La combinacton de la
sintesis aumentada de VLDL junto con una menor accion de [a lipasa lipoprotéica causan una
elevacion de la concentracion de VLDL y triglicéridos plasmaticos. La insulina es el principal
factor de regulacion de la lipasa lipoprotéica (Yki-Jarvinen y cols., 1984) y tanto la sintesis
como la actividad de esta enzima puede encontrarse reducida en estados de resistencia a la

insulina.

Aunque la mayoria de las alteracicnes del metabolismo lipoprotéico en los pacientes
con resistencia a la insulina se dan en el metabolismo de las VLDL, existen también efectos
secundarios en el metabolismo de las LDL y de las HDL. Asi los niveles de LDL pueden
encontrarse incrementados como resultado de una reduccion del receptor de LDL. Por tanto,
existen evidencias que indican que la hiperinsulinemia juega un importante papel en el
desarrollo de las anormalidades lipidicas. Pero hay que tener en cuenta que aunque la
hiperinsulinemia pueda ser la causa final que da lugar a estas alteraciones en el metabolismo
lipidico, es la resistencia a la insulina la que implica la aparicion de la hiperinsulinemia. Por
tanto, podriamos considerar que es la resistencia a la insulina la causante de la

hipertrigliceridemia.

1.6.2.- Diabetes mellitus

Clinicamente, la diabetes mellitus (DM) se caracteriza por una serie de alteraciones
metaboélicas y hormonales cuya consecuencia final va a ser un dafio en multiples érganos y
sistemas. En 1936, Himsworh observd que un gran numero de pacientes diabéticos
presentaban, ademas, resistencia a la accidn de la insulina. Basandose en este hecho, este autor

dividio a los pacientes diabéticos en dos categorias:
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- Diabéticos sensibles a la accion de la insulina

- Diabéticos resistentes a la accion de la insulina

Cuarenta afios mas tarde este criterio fue aceptado (National Diabetes Data Group) y
actualmente conocemos los términos diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM o DM

tipo I) y diabetes mellitus independiente de insulina (NIDDM o DM tipo II).

La DM tipo I, es en la mayor parte de los casos, consecuencia de una disminucion de la
secrecion de insulina por las células B de los islotes de Langerhans. La herencia desempefia un
papel importante en este tipo de diabetes. A veces lo hace aumentando la susceptibilidad de las
células B a sufrir la destruccion por virus o favoreciendo el desarrollo de anticuerpos
autoinmunitarios contra las células $, causando asi también su destruccion. En otros casos,
parece haber una simple tendencia hereditaria a la degeneracion de las células B. Este tipo de
diabetes se desarrolla durante la adolescencia; los sintomas comienzan algo abruptamente, y el
control de la enfermedad casi siempre requiere terapia de sustitucion con insulina. En la DM
tipo I también puede darse resistencia a la insulina, incluso aunque los requerimientos

terapéuticos de insulina no resulten elevados (DeFronzo y cols., 1982).

La DM tipo 1I se caracteriza por una resistencia a la insulina desde el primer momento
del desarrollo de la enfermedad, que desencadena un aumento en la secrecion de insulina por
parte de las células B pancreaticas que se manifiesta como la aparicién de hiperinsulinismo.
Hasta este punto los miveles de glucosa plasmaticos se mantienen normales, ya que la
resistencia a la insulina es compensada por el hiperinsulinismo (DeFronzo, 1988). Pero llega un
momento, en que las células f§ no son capaces de responder con un incremento suficiente de la
secrecion de insulina, ya sea por agotamiento o desensitizacion, se produce entonces un déficit
relativo de insulina que cursara con hiperglucemia, coexistiendo generalmente con
hiperinsulinismo, excepto en fases avanzadas de la DM tipo II en que la secrecion de insulina

puede encontrarse muy reducida (DeFronzo, 1991).
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1.6.3.- Obesidad

La distribucion de grasa corporal constituye un pronostico importante de las
complicaciones metabdlicas de la obesidad (O’Dea, 1992). Concretamente, la obesidad de la
parte superior del cuerpo esta firmemente asociada con hiperlipidemia, hipertension y DM tipo
II. Los individuos con obesidad asociada a la parte superior del cuerpo tienen un nimero
normal de células adiposas, pero de un tamafio mucho mayor. Este patrén de tamaiio celular
puede estar producido por comer en exceso durante la edad adulta. Se ha demostrado que el
aumento de tamafio de las células adiposas reduce el nimero de receptores de insulina sobre su
superficie. El organismo produce entonces mas insulina para compensar el menor numero de
receptores;, la hiperinsulinemia puede asi traducirse en una regulaciéon decreciente de los

receptores de insulina de otros tejidos (Hadley, 1997).

Es un hecho conocido que la secrecton de insulina se asocia a la abundancia de energia,
es decir, cuando existe una gran abundancia de alimentos suministradores de energia en la
dieta, principalmente hidratos de carbono y proteinas, se secreta mucha msulina. Esto ocurre
especialmente cuando la dieta contiene un exceso de hidratos de carbono. A su vez, la insulina
participa en el almacenamiento del exceso de sustancias energéticas, asi hace que los hidratos
de carbono se almacenen en forma de glucdgeno principalmente en el higado y los musculos y

que las grasas se almacenen en el tejido adiposo.

La obestdad se asocia a otras alteraciones como son la hiperlipidemia, la hipertension y
la diabetes. Rocchini y cols. en 1987 y en 1989 demostraron la aparicidon de estas mismas

alteraciones en perros que eran alimentados con una dieta rica en grasas.
Numerosos experimentos de laboratorio en roedores han demostrado que un

incremento en la ingesta de hidratos de carbono y grasas afecta a la actividad del SNS, sin

necesidad de un incremento en la ingesta calorica total (Schwartz y cols., 1983).

45



Introduccion

Hipertension arterial y resistencia a la insulina en la diabetes mellitus tipo I1 y en

1a obesidad

La resistencia a la insulina es pues una caracteristica comuin tanto en la obesidad como
en la DM tipo 1I (Figura 10). Pero estos dos grupos de pacientes presentan diferencias en
cuanto a la concentracion de insulina plasmatica a pesar de que muestren un grado similar de
resistencia a la insulina (Defronzo y Ferrannini 1991). En los pacientes diabéticos normales de
peso la concentracion de insulina plasmatica, aunque resulta elevada en comparacion con la de
sujetos controles, es significativamente menor que la que muestran los individuos no diabéticos
y obesos. Los individuos diabéticos presentan hiperinsulinemia desde una temprana evolucion
de su enfermedad, entre otras causas la resistencia a la insulina puede ser de origen genético.
En estos pacientes llega un momento en que el aumento de la tasa de secrecion de insulina no
puede mantenerse ya que la respuesta compensatoria de las células B no es del todo perfecta.
Los niveles de insulina pueden llegar a valores por debajo de los normales y es entonces
cuando puede aparecer la intolerancia a la glucosa. Sin embargo, en los pacientes obesos en los
que la elevada ingesta calorica ha producido la aparicion de la resistencia a la insulina, el
aumento de secrecion de insulina por parte de las células $ es capaz de compensar la
resistencia a la insulina, ya que la respuesta de estas células es mejor en los obesos que en los
diabéticos. Como hemos dicho anteriormente ambos grupos de pacientes presentan
hipertension, alteraciones en el perfil lipidico y aterosclerosis. Los elevados niveles de insulina

plasmatica pueden contribuir al desarrolio de estas alteraciones (DeFronzo, 1991).
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Figura 10.- Resistencia a la insulina y aparicion de las alteraciones del sindrome X,

1.7.- EFECTOS DEL TRATAMIENTO ANTIHIPERTENSIVO SOBRE LA
RESISTENCIA A LA INSULINA

Es un hecho conocido que el tratamiento antihipertensivo puede mejorar el
metabolismo de la glucosa, siendo asi beneficioso en los pacientes en los que existe una
patologia con resistencia a la insulina asociada a la hipertension. Sin embargo, es importante
destacar que existen algunos farmacos antihipertensivos, como los diuréticos y los f-
bloqueantes, que empeoran al sensibilidad a la insulina. El papel de los bloqueantes de los
canales de calcio sobre este punto, resulta controvertido, ya que existen trabajos en los que
¢éstos farmacos mejoran la resistencia a la insulina en individuos hipertensos y otros en los que
la empeoran. Por otra parte, los inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina (IECA)
y los antagonistas de los receptores AT, de Al mejoran la sensibilidad a la insulina en animales
de experimentacion y en hipertensos esenciales, sugiriendo que la AIl juega un importante

papel en el padecimiento de estas enfermedades (Pollare y cols., 1989 a; Iyer y cols., 1996).
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La reduccion de peso en los pacientes hipertensos suele dar lugar a una
reduccion en los niveles de presion arterial y ademas esta relacionada con la mejora de la
resistencia a la insulina que aparece en los pacientes obesos. Las dietas mas recomendadas para
este tipo de pacientes son aquellas bajas en contenido graso, moderadas en carbohidratos y

ricas en fibra (Kaplan, 1992).

El ejercicio regular y aerdbico tiene un efecto antihipertensivo y ademas
incrementa la eficacia antihipertensiva que supone la pérdida de peso. Ademas mejora la
sensibilidad a la insulina. Asi, la disminucion de la presion sanguinea se encuentra claramente

asociada con la disminucion de los niveles de insulina plasmatica.

Otras terapias no farmacologicas son capaces de disminuir la presion arterial a
través de la disminucion de la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina. Dentro de este
grupo se incluye una moderada ingesta de sodio en la dieta, la baja ingesta de alcohol, la

practica de técnicas de relajacion, etc (Kaplan, 1992).

A pesar de la mejoria inducida por un tratamiento no farmacologico, la
mayoria de los pacientes hipertensos y con resistencia a la insulina requieren un tratamiento

farmacologico para conseguir la eficacia adecuada.

Los diuréticos tiazidicos no son los mas recomendados en los pacientes
diabéticos porque provocan a menudo el agravamiento de la intolerancia a la glucosa (Conn,
1965). El mecanismo que se ha propuesto para explicar la intolerancia a la glucosa que
producen estos farmacos es la aparicion de hipocalemia e hipomagnesemia que por un iado
implica una mayor produccién de proinsulina, biologicamente inactiva y por otro lado
disminuye la actividad secretoria B-adrenérgica. Se ha demostrado una correlacion entre la
disminucion del potasio corporal total y el defecto de la secrecion de insulina (Rowe y cols,,
1980). Este defecto en la secrecion de insulina es el responsable de la aparicion de la
intolerancia a la glucosa. Por otra parte, las alteraciones de LDL y VLDL suponen un nuevo

factor de riesgo afiadido, especialmente importante en el caso de los diabéticos (Bloomgarden
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ZT y cols.,, 1984). Ademas del empeoramiento que producen respecto a la secrecién de
insulina, Pollare y cols en 1989 observaron que los diuréticos del grupo de las tiazidas
disminuian la captacion de glucosa estimulada por insulina, dando lugar a hiperglicemia. Estos
farmacos tienden también a incrementar la secrecion de glucagén, aumentando asi la

produccion de ghicosa hepatica, consecuencia que agrava ain mas la hiperglicemia existente.

Los diuréticos del asa tienen menor eficacia antihipertensiva que las tiazidas a
dosis similares, siendo también menor su efecto sobre la tolerancia a la glucosa (Robinson y

cols., 1981).

Los farmacos P-blogueantes empeoran el metabolismo de Ja glucosa y su
administracion cronica puede implicar un efecto diabetogénico. El bloqueo de los receptores
inhibe la secrecion de insulina mediada por estimulo B y son numerosas las publicaciones sobre
la intolerancia a la glucosa en pacientes con diabetes mellitus tipo I tratados con f-
bloqueantes (Fuh y cols, 1990). Los mecanismos que puede explicar alteraciones en el
metabolismo de la glucosa producidas por los B-bloqueantes fueron propuestas por Houston
en 1988 y se basan en el incremento en la produccion de glucosa hepaética, la disminucién de la
sensibilidad penférica de la insulina, la mnhibicion de la utilizacion periférica de la glucosa y la
elevacion de los niveles de la hormona de crecimiento. Ademas, los f3-bloqueantes producen

una elevacion de las VLDL y una disminucion de las HDL (Fuh y cols., 1990).

Existen estudios que muestran que los a-antagonistas mejoran la sensibilidad a
la insulina, asi Pollare y cols., en 1988 demostraron la eficacia del tratamiento con prazosin
sobre la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina. Por otro lado, el tratamiento con

prazosin disminuye el colesterol total y los triglicéridos.

Otros a-antagonistas como el terazosin y el doxazosin presentan efectos
favorables sobre estas alteraciones metabélicas. El mecanismo por el que éstos farmacos
favorecen el metabolismo de la glucosa podria ser debido al incremento que producen en la

secrecion de glucosa por parte de las células P pancreaticas (Kaplan, 1992).
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Los inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina (IECA) mejoran la
resistencia 2 la insulina mediante un incremento de la sensibilidad a ésta en el musculo
esquelético, siendo en este tejido donde se produce principalmente la resistencia a la insulina
tanto en la hipertension esencial como en la diabetes tipo II. En estudios con clamp
normoglucémico se ha demostrado que el captopril aumenta la sensibilidad a la insulina para la
captacion de glucosa por parte del musculo esquelético (Pollare y cols., 1989). Los
mecanismos a través de los cuales los inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina
producen estos efectos se basan en una combinacion de factores que incluyen la vasodilatacion,
el incremento del flujo sanguineo al musculo esquelético, el bloqueo del SRA y el incremento
en los niveles de cininas. Un gran namero de autores ha demostrado que los [ECAs mediante el
incremento del flujo sanguineo al tejido producen un aumento en la captacion de glucosa por

parte de éste (Kodama y cols., 1990).

Por otra parte, es un hecho conocido que la AIl puede ejercer acciones
gluconeogénicas y glicogenoliticas (Kneer vy cols., 1983; De Witt y cols., 1983) que a su vez
incrementan la secrecion de noradrenalina a través del SNS. Por esta razon la inactivacion del

SRA por parte de los IECA puede tener efectos beneficiosos sobre la tolerancia a la glucosa:l

La ECA o la cininasa II juega un papel fundamental, no solo en el SRA, sino también
en el sistema calicreina-cinina. La inhibicidon de la degradacion de cininas produce un
incremento en los niveles sistémicos de éstas. Es un hecho conocido que las cininas estan
implicadas en la modulacion local de la sensibilidad a la insulina por parte del musculo

esquelético (Jauch y cols., 1987).

El efecto de los bloqueantes de los canales de caicio sobre la resistencia a la
insulina es un hecho contradictorio debido a que los estudios realizados no muestran resultados
homogéneos. Pollare y cols. en 1989 observaron, mediante el uso de la técnica del clamp
hiperinsulinémico, que el tratamiento con diltiazem no ejercia ningin efecto sobre la respuesta
a glucosa ni sobre la sensibilidad a la insulina en sujetos hipertensos. Sin embargo, Berne y

cols. en 1991 observaron que el tratamiento con nifedipino incrementaba los niveles de glucosa
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en pacientes diabéticos. Existen evidencias de que algunos de los bloqueantes de los canales de
calcio pueden incrementar la actividad del SNS, causando hiperglicemia que estimula la
secrecion de insulina que conlleva a la aparicion de resistencia a la insulina. Los bloqueantes de
los canales de calcio pueden empeorar la secrecion de insulina a través de las celulas f
mediante el bloqueo de los canales de calcio dependientes de voltaje empeorando la
homeostasis de la glucosa en pacientes hipertensos (Gambardella y cols., 1993). Sin embargo,
existen estudios en pacientes con bloqueantes de los canales de calcio, como el nitrendipino, en
los que no se observan modificaciones en la homeostasis de la glucosa (Trost vy cols., 1985).
Ademas, existen estudios (Tentoria y cols., 1989) que sugieren que tanto la secrecion de
insulina como en control glicémico puede ser mejorado mediante el tratamiento con

bloqueantes de los canales de calcio en los pacientes diabéticos.

Como hemos descrito anteriormente una de las causas por las que los IECAs
mejoran la resistencia a la insulina es mediante ¢l bloqueo del SRA que elimina parte de la
sintesis de All Por lo tanto, el efecto beneficioso de bloqueantes especificos del receptor AT,
de AlI sobre la patogénesis de la resistencia a la insulina en la hipertension, podria apoyar ain
mas la idea de que es la All la causa de ambas alteraciones. En 1994, Rao sugirio que la All
jugaba un importante papel en el desarrollo de la resistencia a la insulina en ratas. limura y cols
en 1995 demostraron que tanto el tratamiento cronico con delapril, un IECA, como con TCV-
116, un antagonista del receptor AT, de All, eran igualmente efectivos en la mejora de la
sensibilidad a la insulina en ratas alimentadas con fructosa. Asimismo, Iyer y cols. en 1996
demostraron que tanto el tratamiento agudo como cronico con losartan mejoraba la tolerancia
a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en ratas alimentadas con fructosa. Estos resultados
sugieren que la AIl estad implicada en la resistencia a la insulina que se observa durante el

desarrollo de hipertension en la rata alimentada con fructosa.
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Objetivos

1.- Estudiar en ratas las consecuencias de la administracion de una dieta rica en fructosa
sobre la presion arterial, la funcion renal, los sistemas vasoactivos y el metabolismo glucidico y

lipidico.

2.~ Estudiar las consecuencias de la administracién de una dieta rica en fructosa sobre la

reactividad vascular en vasos de resistencia y conduccion.

3.- Estudiar los efectos del tratamiento con un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina Il (ECA), un bloqueante de los canales de calcio y un antagonista de los
receptores AT, de angiotensina 1l sobre las alteraciones presoras, metabdlicas y vasculares

producidas por dicha dieta.
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Materiales y métodos

3.1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con cuatro semanas de edad y un

peso micial de 120 + 3 g al comienzo de los estudios.

Los animales tenian libre acceso a la comida, al agua de bebida y se mantuvieron en un ciclo
de luz-oscuridad de 12 horas bajo condiciones controladas de temperatura a lo largo de todo el
experimento. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las normas de la Union Europea
para el tratamiento ético de los animales de experimentacion.

3.2.- COMPOSICION DE LA DIETA

Se emplearon dos tipos de dietas:

- Dieta control:

66% de almidon
22% de proteinas; 4g de metionina
216g de caseina
12% de grasas: 120g de aceite de oliva
Sales: 40g de cloruro sodico

15g de hidrégeno carbonato potasico
Colina: 1.48¢g
Acido nicotinico: 0.044g
Complejo vitaminico:  1.48g

Complejo mineral: 9.428g
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- Dieta de fructosa:

66% de fructosa

22% de proteinas:

12% de grasas:
Sales:

Colina;

Acido nicotinico:

Complejo vitaminico:

Complejo mineral:

4g de metionina

216g de caseina

120g de aceite de oliva

40g de cloruro sédico

15g de hidrégeno carbonato potasico
1.48¢

0.044g

1.48g

9.428g

3.3.- METODOS EXPERIMENTALES

3.3.1.- Medida de presion arterial

La presion arterial sistolica se determind mediante un método indirecto que consiste en la

medida de la presion arterial en una arteria periférica en la cola de los animales (arteria caudal) con

un electroesfigmomandmetro (Narco Bio-Systems, Houston, TX, EEULU)).

Diez dias antes del micio del experimento las ratas fueron acostumbradas, diariamente, a la

medida de presion arterial por este método. Cada dia las ratas eran trasladadas en sus jaulas de

mantenimiento a una habitacion a 28°C durante dos horas con objeto de dilatar Ia arteria caudal y

facilitar la audicion del latido. Una vez que se considerd que las ratas no estaban sometidas a estrés

por el método de medida, se determino la presion arterial sistolica cuyo valor se obtuvo para cada

animal realizandose ocho medidas consecutivas durante dos dias sucesivos a la misma hora.

Finalmente se calcul6 la media aritmética de todas las medidas rechazandose los valores maximo y

mimmeo.
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Con objeto de validar el método indirecto de medida de la presion arterial anteriormente
descrito se compard con un método de medida directa. Para ello, se tomaron ocho animales al azar
a los que se les implant6 un catéter en la arteria femoral. Dos dias después de la implantacion se
conecto ¢l catéter a un transductor de presion (modelo P23XL., Spectromed, Oxnard, CA, EEUU)
y se registro la presion arterial sistolica en un poligrafo (7E, Grass Instruments, Quincy, MA,
EEUU) durante 60 minutos. El estudio comparativo mostro una correlacion estadistica media del

96% entre el valor de presion arterial obtenido por el método directo y el indirecto.

3.3.2.- Recogida de muestras

3.3.2.1.- Medida de volumen urinario y volumen de bebida

Para realizar estas determinaciones, los animales se mantuvieron en jaulas metabolicas
individuales (Tecniplast, 1700, Buguggiate, VA, Italia) que permiten la separacion idonea de la
orina sin contaminacion de las heces asi como de la comida y la bebida desechadas por el animal.
Estas jaulas disponen de bebederos graduados que permiten evaluar la cantidad de agua ingerida
por el amimal. La medida del volumen urinario y de bebida, se realizd en periodos de 24 horas.
Previamente a la valoracion de estos parametros las ratas permanecieron 48 horas en las jaulas

metabolicas para su acostumbramiento a las mismas.

3.3.2.2.- Obtencion del plasma sanguineo

Tras ligera anestesia de los animales con éter dietilico (Panreac, Barcelona), la sangre se
extrajo de una de las venas yugulares por puncion transcutinea a nivel de la clavicula. Tanto en las
jeringas como en los tubos donde se recogieron las muestras de sangre se afiadio EDTA al 2%
(Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, EEUU) para evitar la coagulacion. La sangre, mantenida
en hielo, se centrifugd a 1500 g a 2-4°C durante 15 minutos, tras lo cual, se decanté el plasma y se

almacené a -20 °C para su posterior analisis.
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3.3.3.- Determinaciones analiticas

3.3.3.1.- Medida de la excrecion urinaria de sodio y potasio

Las concentraciones de estos electrolitos en orina se determinaron mediante un fotometro

de llama (modelo NAK-1, Meteor P.A.C.I.S.A., Madnd, Espaiia).

Los calculos de la excrecion urinaria de sodio y potasio se determinaron de acuerdo a las

siguientes formulas:
UNaV=[Na] x VU
UKV=[K]x VU

Donde: UNaV y UKV son las tasas de excrecion urinaria de sodio y potasio
respectivamente expresadas en mmol/24 h. [Na] y [K] son las concentraciones urinarias de sodio y
potasio respectivamente expresadas en mmol/ml. VU es el volumen urnario (ml/24h).

3.3.3.2- Medida del aclaramiento de creatinina plasmatica

La concentracion de creatinina plasmatica se determind por reaccion colorimétrica

{(Medical Analysis Systems, INC, Camarillo, CA, EEUU} y la concentracion de creatining en orina
por un método automatizado (CX3 , Beckman).
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El aclaramiento de creatinina se determino como:;

Cre, VU
C ———————

cre”

Crep

Donde Ccr : aclaramiento de creatinina {mg/min), Cre, concentracion de creatinina urinaria

(mg/dl), Cre, ‘concentracion de creatinina en plasma (mg/dl), VU: volumen urinario (ml/24h).

3.3.3.3- Determinacion de parametros metabdlicos

Las concentraciones plasmaticas de triglicéridos se determinaron mediante una reaccion
colorimétrica {Medical Analysis Systems, INC, Camanllo, CA, EEUU). Las concentraciones
plasmaticas de colesterol y glucosa fueron también determinadas mediante reacciones
colonimétricas (Boehringer Manheim GmbH, Manheim, Alemania). Los niveles de insulina
plasmaticos se determinaron mediante un método radioinmunologico (Incstar Co. Stillwater, MN,

EEUU).
3.3.3.4- Determinaciones de factores hormonales vasoactivos

Utilizando métodos radioinmunologicos se determiné la actividad de renina plasmatica
(Sorin Biomedica, Saluggia, Italia), asi como la concentracion de aldosterona plasmatica (DRG
Instruments GmbH, Marburg, Alemania}.

Para la determinacion de la concentracion urinaria de prostaglandina E, (PGE,),
prostaciclina (PGI;), medida como el metabolito estable 6-ceto-PGF1, y tromboxano A; (TXA;),
medido como el metabolito estable tromboxano B, (TXB;), se emplearon radioinmunoensayos
especificos (Advanced Magnetics Inc. Cambridge, MA, EEUU). Este tipo de metodologia se
empleo también para la determinacion de endotelina-1 (ET-1) plasmatica (Amersham International,
Little Chalfont, Bucks, Inglaterra).
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Para la determinacion de las concentraciones plasmaticas de noradrenalina, adrenalina y
dopamina, se empled¢ un método de cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion
electroquimica (Bioanalytical Systems 400, West Lafayette, IN, EEUU) usando ¢l método

previamente descrito por Hatton y cols. en 1989

Para la medida de la concentracion de nitritos urinarios se utilizdé un método indirecto

cuantitativo y colorimétrico, basado en una modificacion de la reaccion de Griess. (Griess, 1979)

3.3.4.~ Test de sobrecarga oral de glucosa

Al final del periodo experimental de cuatro semanas, se realizé un test de sobrecarga oral
de glucosa con objeto de determinar el grado de resistencia a la insulina. Para ello, los animales se
mantuvieron una noche en ayuno, con libre acceso al agua de bebida. A la maifiana siguiente se
tomo una muestra de sangre (0.4 mi) de la cola para determinar los valores basales de glucosa e
insulina. A continuacion, los animales recibieron 1 ml/100 g de peso corporal de una solucion de
glucosa al 50% mediante una sonda esofagica. Se tomaron muestras de sangre de la cola de cada
animal a los 15 (0.4 ml), 30 (0.4 ml), 60 (0.1 ml} y 90 (0.4 ml) minutos después de la
administracion oral de glucosa. Las muestras se recogieron en tubos de micro-hematocrito y fueron
inmediatamente centrifugadas y se almacenaron a -20°C para la determinacion de la concentracion

de glucosa e insulina mediante la metodologia indicada en el apartado 3.3.3 3.

3.4.- ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR

3.4.1.- Preparacion de lechos mesentéricos

Con ¢l fin de estudiar la reactividad vascular en vasos de resistencia las ratas fueron
decapitadas y desangradas, tras lo cual, se aislo la arteria mesentérica superior por su unién con la
aorta abdominal y se limpié de grasa y tejido conectivo. El lecho vascular mesentérico (LVM) fue
separado cuidadosamente de la pared intestinal y fue perfundido a un flujo constante de 2 ml/min

mediante una bomba peristaltica con una solucion de Krebs oxigenada a 37°C, que contenia
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heparina, de la siguiente composicion (mmol/L): NaCl 118.5, KCl 4.7, CaCl; 2.8, KH,PO, 1.2,
MgSO, 1.1, NaHCO; 25.0 y glucosa 11.1. El LVM se extrajo del animal y se conectd a un
transductor de presion (modelo P23XL, Spectromed, Oxnard, CA, EEUU). Una vez que ¢l LVM
quedo limpio de sangre, se elimind la heparina de la infusion de Krebs con la cual se siguio
perfundiendo. La presion de perfusion se registro durante todo el experimento en un poligrafo (7E,
Grass Instruments, Quincy, MA, EEUU). Cada preparacion se dejo equilibrar hasta obtener una
presion de perfusion estable durante 60 minutos antes de comenzar el estudio de los cambios en la
presion de perfusion en respuesta a los distintos agentes vasoactivos. Considerando que el flujo de
2 ml/min era constante, las respuestas constrictoras o relajantes a los agentes vasoactivos fiteron

medidos como incrementos o decrementos de la presion de perfusion.

3.4.2.- Preparacion de anillos de aorta

Con el fin de estudiar la reactividad vascular en vaso de conduccion de gran calibre, tras la
separacion del LVM, se procedid a la extraccion de la aorta abdominal que se coloco,
inmediatamente, en una placa con solucion de Krebs bicarbonatado frio, cuya composicion fue la
musma que la utilizada en los LVM. Después de eliminar cuidadosamente el tejido adventicio que

rodea la aorta se cortaron segmentos arteriales de, aproximadamente, 3 mm de longitud.

Por la luz arterial de cada anillo o segmento, se introdujeron dos alambres rigidos de acero
(150 micras de didmetro), uno de los cuales estaba fijo a la pared de un bafio de 6rgano y el otro
que se desplazaba paralelamente al anterior, estaba unido a un transductor de fuerza (modelo FT03,
Grass Instruments, Quincy, MA, EEUU), y que, a su vez, se conectaba a un poligrafo (7E, Grass
Instruments, Quincy, MA, EEUU) en donde se registraban los cambios de tension isométrica
desarrollada (Figura 11).
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Figura 11.- Esquema de un bafio para érganos.

Los segmentos arteriales se introdujeron en un bafio de drgano que contenia 5 inl de una
solucion Krebs bicarbonatada a 37°C, continuamente oxigenada con carbogeno (95% 0.y 5%
CO,) que proporcionaba un pH final comprendido entre 7.4 y 7.6. Se aplico a los anillos aorticos
una tension basal de dos gramos. En estudios preliminares encontramos que la tension basal de dos
gramos era la optima requerida para la expresion de la contraccion inducida por cloruro potasico
(KCY) y para desarrollar la respuesta a los distintos agentes vasoactivos en anillos de aorta de rata.
Esta tension se fue reajustando periodicamente cada 15 minutos, a la vez que se cambiaba el medio
de incubacion. Transcurridos 60-90 minutos los segmentos adrticos se estabilizaron a dicha tension
basal. Se procedio entonces a comenzar el experimento. La presencia de un endotelio funcional fue
testada al fina! de cada experimento valorando la vasorrelajacion inducida por 10° molL de
acetilcolina. Todos los anillos que presentaban una respuesta vasodilatadora inferior al 50% eran
deshechados.

Tras finalizar el experimento los anillos se dejaban secar, al menos, durante 24 horas antes

de ser pesados en una microbalanza.
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3.5.- SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS.

Acetilcolina (SIGMA Chemical Co, St Louis MO, EEUU)

Acido nicotinico (dieta) (SIGMA Chemical Co., St Louis MO, EEUU)
Almidon (dieta) (Almacén Quimico Riesgo)

Angiotensina I (SIGMA Chemical Co, St Louis MO,EEUU)

CaCl, (Panreac, Barcelona, Espaiia)

Caseina (dieta) (Almacén Quimico Riesgo)

Cloruro potasico ( KCl), (Merck, Darmstadt, Alemania)

Cloruro sodico (NaCl) (Merck, Darmstadt, Alemania)

Colina (dieta) (SIGMA Chemical Co, St Louis MO,EEUU)

Complejo mineral (dieta) (SIGMA Chemical Co., St Louis MO, EEUU)
Complejo vitaminico (dieta) (SIGMA Chemical Co., St Louis MO, EEUU)
Diltiazem (donado por Parke-Davis, SA)

EDTA (SIGMA Chemical Co, St Louis MO,EEUU)

Endotelina-1 (SEGMA Chemical Co, St Louis MO,EEU)

Eter dietilico anestésico (Panreac, Barcelona, Espafia)

Fenilefrina (SEIGMA Chemical Co, St Louis MO,EEUU)

Fructosa (dieta) (Aimacén Quimico Riesgo)

Glucosa (Merck, Darmstadt, Alemania)

Heparina 5% (Laboratorios Leo S.A., Madrid, Espaifia)

KH,PO, (Probus, Badalona, Espafia)

Losartan (donado por Merk, Sharp and Dohme, Madrid, Espaiia)
Metionina (dieta) (Almacén Quimico Riesgo)

MgSO, (Probus, Badalona, Espaiia)

NaCl (Panreac, Barcelona, Espafia)

NaHCQ; (Panreac, Barcelona, Espatfia)

N nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (SIGMA Chemical Co, St Louis MO,EEUU)
Nitroprusiato sodico (SIGMA Chemical Co., St Louis MO, EEUU)
Quunapril (donado por Parke-Davis, SA)
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Los agentes vasoactivos utilizados, para el estudio de reactividad vascular tanto en lecho
mesentérico como en anillo de aorta, se disolvieron en agua destilada. Las soluciones de partida se
prepararon a una concentracion inicial de (10° M) y se mantuvieron a -20 °C. Diariamente las
diluciones de los distintos agentes se preparaban en Krebs a unas concentraciones previamente
calculadas para el volumen de 5 ml que contenian los bafios de 6rganos, obteniéndose asi la

concentracion molar final descrita en los distintos disefios experimentales.
3.6.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se han expresado como la media + el error estindar de la media
(eem), siendo # el nmimero de amimales utilizados en cada experimento. Para comparar los distintos
parametros estudiados entre los diversos grupos se utilizé un test estadistico ANOVA de dos vias.
La hipétesis nula fue rechazada cuando el valor de p era menor que 0.05. En estos casos, se utilizo

como analisis a posteriori el test de Newman-Keuls.

En los resultados de los estudios de reactividad vascular en lechos mesentéricos, las
respuestas constrictoras se midieron como incrementos de la presion de perfusion inducida por el
flujo constante de 2 ml/min. Las respuestas relajantes se midieron como decrementos de la presion
de perfusion (en las graficas de resultados aparece representado como APP) respecto de una
contraccion submaxima de fenilefrina (10°-10° M). Los resultados de los estudios de reactividad
vascular en anillos de aorta se determinaron como cambios en la tension isométrica inducidos por
los distintos agonistas vasoconstrictores. Estos datos se expresaron como el porcentaje respecto de
la contraccion producida por KCl (80 mM). La respuesta inducida por KCl fue normalizada por el
peso seco de los anillos vasculares. La respuesta a KCI fue expresada como gramos de tension por
miligramo de tejido (g/mg de tejido). Para los restantes agentes vasodilatadores la respuesta se
expresd como el porcentaje de reduccion de 1a tension respecto a la concentracion submaxima de

fenilefrina alcanzada.

La elaboracion de las pruebas estadisticas se realizo con el apoyo informatico del paquete
estadistico CSS (Tulka, OK, EEUL).
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DISENOS EXPERIMENTALES

3.7.- ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES PRODUCIDAS POR 1A
ADMINISTRACION DE UNA DIETA RICA EN FRUCTOSA EN RATAS

Con objeto de desarrollar un modelo de hipertension leve asociado a resistencia a la
insulina, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia se administré una dieta con elevado contenido de

fructosa a ratas normotensas de la cepa Sprague-Dawley durante cuatro semanas.

En estudios previos se determind que cuatro semanas, era el tiempo suficiente de
administracion de la dieta de fructosa para conseguir las caracteristicas metabélicas que presenta el
modelo experimental del presente trabajo: hipertension, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia. Dicho modelo se asemeja al llamado Sindrome X metabélico humano, descrito

por Reaven en 1988.

En este estudio se valoro la presion arterial, la funcion renal, los factores metabolicos y

vasoactivos en ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa durante cuatro semanas.

Se ha descnto que la hipertension arterial parece estar asociada a alteraciones de la
reactividad vascular, es decir, respuestas alteradas a la accion de distintos factores vasodilatadores
o vasoconstrictores. Con objeto de determinar las causas que producen la hipertension arterial en
ratas Sprague-Dawley alimentadas con fructosa se hicieron estudios sobre reactividad vascular en

vasos de resistencia y conduccion,
Un grupo de animales (n=7) recibi6 la dieta rica en fructosa durante cuatro semanas.

Paralelamente otro grupo de animales (n=7) recibi¢ la dieta de almidén y se utilizo como grupo

control.
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3.7.1.- Presion arterial

Al final de las cuatro semanas de alimentacion con la dieta control o con la dieta rica en

fructosa, se determino la presion arterial sistolica, medida indirectamente en la cola de los animales.

3.7.2.- Fungioén renal

Se determinaron los siguientes parametros:

¢ Volumen de bebida en 24 horas.

¢ Volumen urinario en 24 horas.

¢ Concentraciones de sodio y potasio en orina.

¢ Concentraciones de creatinina en orina y plasma para la determinacion del aclaramiento

de creatinina.

3.7.3.- Factores metabolicos y test de sobrecarga oral de glucosa

Para estudiar las caracteristicas metabolicas del modelo experimental se analizaron las

concentraciones plasmaticas de:

¢ Insulina

¢ Glucosa

e Colesterol total
o Triglicéridos

Con objeto de determinar el grado de resistencia a la insulina se realiz6 un test de
sobrecarga oral de glucosa, en el cual se midieron las concentraciones plasmaticas de glucosa e

insulina basalmente, a los 15, 30, 60 y 90 minutos después de una sobrecarga oral de glucosa.
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3.7.4.- Factores hormonales vasoactivos

Para estudiar las caracteristicas hormonales vasoactivas del modelo experimental se

determinaron las concentraciones urinarias de:

 Prostaglandina E; (PGE;)
e 6-ceto-prostaglandina Fy, (6-ceto-PGF,)
¢ Tromboxano B, (TXB-)

o Nitritos

Asimismo se determinaron las concentraciones plasmaticas de:
¢ Renina y aldosterona

¢ Noradrenalina, adrenalina y dopamina

+ Endotelina-1

3.7.5.- Reactividad vascular en lechos mesentéricos

Con objeto de estudiar el efecto de la administracion de una dieta rica en fructosa sobre la
reactividad vascular en un territorio de resistencia se valoraron las respuestas constrictoras y

vasodilatadoras a distintos agentes vasoactivos en lechos vasculares mensentéricos.
3.7.5.1.- Estudio de la respuesta vasoconstrictora
Para determinar el efecto de la dieta rica en fructosa sobre los mecanismos intrinsecos de

contraccion de las células del muasculo liso vascular, se evalué la contraccidn inducida por el

vasoconstrictor independiente de receptor KCI (60 pmol).
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Asimismo, se valoré la respuesta contractil dependiente de receptor inducida por los

siguientes agentes vasoconstrictores:
» Angiotensina I (1 nmol).
+ Endotelina 1 (10 pmol)
e Perfusion con una infusion continua del agonista o adrenérgico, fenilefrina (10° molb/L)
3.7.5.2.-Estudio de la respuestas vasodilatadora
Los lechos vasculares mesentéricos se perfundieron con una infusién continua de fenilefrina
(10° mol/L). Cuando se consiguid una contracciéon subméaxima y estable, se valoro el efecto de la

dieta rica en fructosa sobre:

¢ La vasorrelajacion inducida por un vasodilatador dependiente de endotelio mediante

la curva concentracion-respuesta a acetilcolina (10™%-10° mol).

e La vasorrelajacion independiente de endotelio mediante la respuesta a una unica dosis

de mtroprusiato sodico (10 nmol).

3.7.6.- Reactividad vascular en anillo de aorta

Para estudiar el efecto de la alimentacion con fructosa en ratas sobre la reactividad vascular
en un vaso de conduccidn se valord la respuesta a una serie de vasoconstrictores y vasodilatadores
en los anillos adrticos de estos animales.

3.7.6.1.- Estudio de la respuesta vasoconstrictora

Se estudio el efecto de una dieta rica en fructosa sobre la respuesta inducida por un

vasoconstrictor cuya accion es independiente de receptor: KCl (80 mmol/L) con objeto de
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determinar st dicha dieta afecta a los mecanismos intrinsecos contractiles de las células del misculo

liso vascular

Para estudiar el efecto de una dieta rica en fructosa sobre la respuesta contractil

dependiente de receptor se evaluo la respuesta a;

o Angiotensina II (107 mol/L)
« Endotelina-1 (10" mol/L)

e Curva concentracion-respuesta al agonista o adrenérgico, fenilefrina (10°-10" mol/L).

Para estudiar la participacion de los factores endoteliales en la respuesta a fenilefrina, se
realizo una curva concentracion-respuesta (10°-10° mol/L) a este vasoconstrictor en anillos sin

endotelio.

Con objeto de investigar el papel del NO derivado de endotelio en la respuesta a fenilefrina,
los anillos de aorta, se preincubaron durante 15 minutos con el inhibidor de la sintesis de NO,
LNAME a una concentracion de 10 mol/L, realizandose a continuacion una curva concentracion-

respuesta a fenilefrina (10°-10° mol/L).

3.7.6.2.- Estudio de la respuesta vasodilatadora

Se valord la vasorrelajacion inducida por un vasodilatador dependiente de endotelio. Los
anillos fueron precontraidos con fenilefrina (10°-5x10° mol/L) hasta alcanzar una contraccién
submaxima (entre el 60-70 % de la respuesta maxima) y estable, realizandose la curva

concentracion-respuesta a acetilcolina (10°-10° mol/L).

Asimismo se evalué el efecto de una dieta rica en fructosa sobre la vasorrelajacion
independiente de endotelio. Los anillos fueron precontraidos con fenilefrina (10°-5x10° mol/L)
hasta alcanzar una contraccion subméxima y estable, adecuada para realizar la curva concentracion-

respuesta a nitroprusiato sodico (10™°-10° mol/L).
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3.8.- ESTUDIO DEL TRATAMIENTO ANTIHIPERTENSIVO EN RATAS
ALIMENTADAS CON UNA DIETA RICA EN FRUCTOSA

Dadas las caracteristicas presoras, metabolicas, y vasculares que se encuentran alteradas en
el modelo expenimental se realiz6 un estudio con farmacos antihipertensores con objeto de
determinar si la disminucion de la presion arterial ayudaria a mejorar el resto de factores alterados

en dicho modelo experimental.

Se utilizaron tres firmacos antihipertensores;

Quinapril {inhibidor de la enzima de conversion de angiotensina)
Diltiazem (bloqueante de los canales de calcio)
Losartan (antagomista de los receptores AT, de All).

Tanto los animales alimentados con fructosa como los de la dieta control fueron tratados
con quinapril (10 mg/kp/dia), diltiazem (75 mg/kg/dia) o losartan (1 mg/kg/dia) durante las cuatro

semanas que durd el estudio. Todos los tratamientos se administraron en el agua de bebida.

Los animales se dividieron aleatoriamente en seis grupos (n=7):

- Dieta control + quinapril
- Dieta control + diltiazem
- Dieta control + losartan

- Dieta fructosa + quinapril
- Dieta fructosa + diltiazem
- Dieta fructosa + losartan

En este estudio se valord la presion arterial, la funcion renal y los factores metabdlicos de
las ratas alimentadas con fructosa y tratadas con los distintos farmacos antihipertensivos durante

cuatro semanas.
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3.8.1.- Presion arterial

Al final de las cuatro semanas de alimentacion con une de los dos tipos de dieta y de la
administracion en el agua de bebida con cada uno de los distintos tratamientos, se determin6 la

presion arterial sistolica, medida indirectamente en la cola de los animales.

3.8.2.- Funcion renal

Se determinaron los siguientes parametros:

¢ Volumen de bebida en 24 horas.
¢ Volumen urinario en 24 horas.
s Concentraciones de sodio y potasio en orina.

¢ Concentraciones de creatinina en orina y plasma para la determinacion del aclaramiento de

creatinina,

3.8.3.- Factores metabdlicos y test de sobrecarga oral de glucosa

Para estudiar las caracteristicas metabolicas del efecto del tratamiento con quinapril,
dilhiazem o losartan sobre el modelo experimental de ratas alimentadas con una dieta control o una

dieta rica en fructosa, se determinaron las concentraciones piasmaticas de:

o(lucosa
eInsulina
eColesterol total

o Triglicéridos

Se realizd un test de sobrecarga oral de glucosa en todos los grupos de tratamiento para
determinar si los distintos farmacos antihipertensores eran capaces de mejorar la resistencia a la

insulina que se observo en los animales alimentados con la dieta de fructosa.
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3.8.4.- Factores hormonales vasoactivos

El hecho de que la alimentacion con la dieta de fructosa durante cuatro semanas no
produjera ninguna modificacion en los sistemas vasoactivos que se analizaron en el presente
trabajo sugiere que estos no se encuentran implicados en las alteraciones metaboélicas asi como
en el incremento de la presion arterial que se observa en nuestro modelo experimental. Este
fue el motivo de que estos parametros no se estudiaran tras la administracion de los

tratamientos antihipertensivos de quinapril, diltiazem y losartan.

3.8.5.- Reactividad vascular en lechos mesentéricos

Se estudi6 la reactividad vascular en lechos mesentéricos de cada uno de los grupos de

tratamiento que recibieron la dieta control o la dieta rica en fructosa.

3.8.5.1.- Estudio del tratamiento crémico antihipertensivo sobre la respuesta

vasoconstrictora

Se estudio el efecto del tratamiento con quinapril, diltiazem o losartan en lechos vasculares
mesentéricos de ratas alimentadas con la dieta control o con la dieta rica en fructosa sobre la

respuesta inducida por un vasoconstrictor KCI (60 umol),cuya accion es independiente de receptor.

Asimismo, se valord la respuesta contractil dependiente de receptor inducida por los

siguientes agentes vasoconstrictores:
¢ Angiotensina II (1 nmol)

» Endotelina 1 (10 pmol)
o Perfusion con una infusion continta del agorista o adrenérgico, fenilefrina (10° mol/L).
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3.8.5.2.- FEstudio del tratamiento cronico antihipertensivo sobre la respuesta

vasodilatadora

Se valor6 el efecto de los tres tratamientos en ratas control y alimentadas con fructosa
sobre la vasorrelajacion inducida por un vasodilatador dependiente de endotelio. Los lechos
vasculares mesentéricos se perfundieron con una infusién continua de fenilefrina (10° mol/L),
cuando se consiguid una contraccion submaxima y estable, se realizd la curva concentracion-

respuesta a acetilcolina (10"-10°* mol).

Asimismo se evalué el efecto de los tres tratamientos sobre la vasorrelajacion independiente
de endotelio. Los lechos vasculares mesentéricos fueron precontraidos con fenilefrina (10 mol/L)
hasta alcanzar una contraccion submaxima y estable, adecuada para evaluar la respuesta a una unica

dosis de nitroprusiato sodico (10 nmot).

3.8.6.- Reactividad vascular en anillos de aorta

Se estudio la reactividad vascular a diferentes agentes vasoconstrictores y vasodilatadores
en anillos adrticos pertenecientes a cada uno de los grupos de tratamiento alimentados con la dieta

control o con la dieta rica en fructosa.

3.8.6.1.- Estudio del tratamiento crénico antihipertensivo sobre la respuesta

vasoconstrictora

Se estudi6 el efecto del tratamiento con quinapril, diltiazem o losartan en ratas alimentadas
con la dieta control o con la dieta rica en fructosa sobre la respuesta inducida por un

vasoconstrictor cuya accion es independiente de receptor, KC1 (80 mmol/L).

Con objeto de estudiar el efecto de los tres tratamientos en ambos grupos de ratas sobre la
respuesta contractll dependiente de receptor se valoro la respuesta inducida por los siguientes

agentes vasoconstrictores:
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e Angjotensina IT (107 mol/L)
e Endotelina-1 (10°° mol/L)

o Curva concentracion-respuesta al agonista a-adrenérgico, fenilefrina (10°-10”

mol/L)

Para estudiar la participacion de los factores endoteliales en la respuesta fenileftina, se
realizé una curva concentracion-respuesta (10°-10° mol/L) a este vasoconstrictor en anillos sin

endotelio.

Con objeto de investigar el papel del NO derivado de endotelio en la respuesta a fenilefrina,
los anillos se preincubaron durante 15 minutos con el inhibidor de la sintesis de NO, LNAME a una

concentracion de 10™ mol/L, realizindose a continuacion una curva concentracion-respuesta a

fenilefrina (10°-10"° mol/L).

3.8.6.2.- Estudio del tratamiento crénico antihipertensivo sobre la respuesta

vasodilatadora

Se valord el efecto de los tres tratamientos en ratas alimentadas con fructosa sobre la
vasorrelajacion inducida por un vasodilatador dependiente de endotelio. Los anillos fueron
precontraidos con fenilefrina (10°-5x10° mol/L) hasta alcanzar una contraccion submaxima (entre
el 60-70 % de la respuesta maxima) y estable, realizdndose la curva concentracion-respuesta a
acetilcolina (10°-10° mol/L).

Asimismo se evalud el efecto de los tres tratamientos en estos animales sobre la
vasorrelajacién independiente de endotelio. Los anillos fueron precontraidos con fenilefrina (10°%-
5x10°° mol/L) hasta alcanzar una contraccion submaxima y estable, adecuada para realizar la curva

concentracion-respuesta a nitroprusiato sodico (10™°-10° mol/L).
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4.1.- CONSECUENCIAS DE LA ALIMENTACION CON UNA DIETA RICA EN
FRUCTOSA EN RATAS.

En experimentos previos se estudio el efecto de la alimentacion con fructosa durante
dos, cuatro o diez semanas. Se determino que las alteraciones observadas en la presion arterial
asi como en el metabolismo glucidico y lipidico a las dos semanas de alimentacion con esta
dieta eran mantenidas a lo largo del tiempo, a excepcion de la elevada concentracion
plasmética de glucosa observada en la segunda semana de alimentacion con dicha dieta, que se
normalizo en la cuarta semana del experimento, y el hiperinsulinismo que aparecio a la segunda
semana de alimentacién , se mantuvo a la cuarta semana pero desaparecié tras la décima
semana de alimentacion con fructosa. Por ello, se estudiaron las caracteristicas presoras,
renales, metabélicas y hormonales vasoactivas de ratas alimentadas con fructosa durante cuatro
semanas. Asimismo, se realizd un estudio de reactividad vascular en dos territorios vasculares
distintos: un vaso de resistencia como es el lecho vascular mesentérico y un vaso de

conduccion como es la arteria aorta.

4.1.1.- Presion arterial

Al final del periodo experimental de cuatro semanas, las ratas alimentadas con la dieta
rica en fructosa presentaron valores de presion arterial sistolica significativamente mayores

(p<0.05) que los amimales control (Figura 12).

4.1.2.- Funcion renal

El incremento de la presion arterial observado en las ratas alimentadas con fructosa no
se asocié a cambios del volumen urinario ni de la excrecion urinaria de sodio. La elevada
ingesta de fructosa tampoco produjo modificaciones significativas en el aclaramiento de
creatinina a lo largo del estudio. Sin embargo, la excrecion urinaria de potasio fue inferior en

las ratas alimentadas con fructosa (Tabla 1).
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Estos datos sugieren que una dieta con elevado contenido en fructosa no da lugar a un

deterioro de la funcidn renal.

No se observaron diferencias ni en el peso de los animales ni en la ingesta de comida a

lo largo del estudio entre ¢l grupo control y el experimental.

4.1.3.- Factores metabélicos

La dieta con fructosa elevo significativamente los niveles plasmaticos de insulina y

triglicéridos, pero no afecté a las concentraciones plasmaticas de colesterol total y glucosa

(Figura 13).

4.1.4.- Test de sobrecarga oral de glucosa

Las concentraciones plasmaticas de glucosa presentaron unos valores incrementados,
aunque no significativos, a los 15, 30, 60 y 90 minutos después de recibir una sobrecarga oral

de glucosa en los animales que se alimentaron con la dieta control. Sin embargo, los animales

alimentados con fructosa presentaron un incremento significativo en la concentracion de
glucosa plasmatica en respuesta al test de sobrecarga oral de glucosa. El pico maximo de
glucosa se observé a los 15 minutos después de la administracion oral de glucosa en ambos

grupos de ammales (Figura 14, panel superior).

La concentracion plasmatica de insulina en respuesta a una sobrecarga oral de glucosa
presenté un incremento, aunque no significativo, a los 15 minutos en los animales alimentados
con la dieta control. En los anmimales alimentados con la dieta de fructosa, las concentraciones
plasmaticas de insulina presentaron una respuesta incrementada basalmente, que se mantuvo a

los a los 15 y 30 minutos después de recibir la sobrecarga oral de glucosa. Observandose un

pico maximo de insulina a los 15 minutos (Figura 14, panel inferior).
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4.1.5.- Factores hormonales vasoactivos

No se observaron modificaciones significativas en los niveles de actividad de renina
plasmatica ni en la concentracion de aldosterona plasmatica tras las cuatro semanas de alimentacion

con fructosa en comparacion con el grupo de animales que recibi6 la dieta control (Tabla 2).

La concentracion de endotelina plasmatica tampoco se modificé tras la alimentacion de

los animales con una dieta rica en fructosa durante cuatro semanas (Tabla 2).

Los niveles plasmaticos de noradrenalina, adrenalina y dopamina tampoco presentaron

variaciones significativas tras la alimentacion con fructosa durante cuatro semanas (Tabla 3).

La alimentacion con fructosa durante cuatro semanas no modificod la excrecidn urinaria
de PGE,, 6-ceto-PGF,, (el metabolito estable de PGl;) ¢ TXB, (el metabolito estable de
TXA;) (Tabla 4).

No se observaron modificaciones en la excrecidén urinaria de nitrites de 1os animales

alimentados con la dieta de fructosa respecto al grupo control (Tabla 4).

83



Resultados

150 *

HH

100

PAS (mmHg)

CONTROL FRUCTOSA

Figura 12.- Efecto de la alimentacion con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas
sobre la presion arterial sistolica (PAS). Los valores se expresan como la media + eem.

* p<0.05 respecto al grupo control.

vU VB UnaV UKV C Cre

(ml/24h) (ml/24h) (mmol/24h) | (mmol/24h) | (ml/min)
CONTROL 282425 3943 97+05 36402 117401
FRUCTOSA 301£19 44 + 2 114£04 1.8+0.1* 093+0.1

Tabla 1.- Efecto de la alimentacion con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas
sobre el volumen urinario (VU), volumen de bebida (VB), excrecion urinaria de sodio (UnaV),
excrecion urinaria de potasio (UKV) y aclaramiento de creatinina (C Cre). Los valores se

expresan como la media + eem.* p<0.05 respecto del grupo control.
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Figura 14.- Efecto de la alimentacion con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas
sobre la concentracion plasmatica de glucosa (figura superior) y de insulina (figura inferior) en
respuesta a una sobrecarga oral de glucosa. Los valores expresan como la media + eem.

* p<0.05 respecto del grupo control.
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ARP (ng Al/ml/h) AP (pg/ml) ET-1 (fmol/ml)
CONTROL 62+06 4943 1 1475 332465
FRUCTOSA 55+09 5589+90438 379+66

Tabla 2.- Efecto de la alimentacién con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas

sobre la actividad de renina plasmatica (ARP) y las concentraciones plasmaticas de aldosterona

(AP) y endotelina-1 (ET-1). Los valores se expresan como la media + eem.

NA (pg/ml) A (pg/ml) DA (pg/ml)
CONTROL 7584+ 1238 203.6+38.4 1391+ 282
FRUCTOSA 9131+ 1143 2171£17.0 152.6 £ 27.5

Tabla 3.- Efecto de la alimentacidon con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas
sobre la concentraciéon plasmatica de noradrenalina (NA), adrenalina (A) y dopamimna (DA).

Los valores se expresan como la media + eem.

UPGE, U6-K-PGF,, UTXB, NITRITOS
(ng/24h) (ng/24h) (ng/24h) (nmol/24h)
CONTROL 340+ 12.0 58+06 123+16 76.6 165
FRUCTOSA 360+ 14.0 6.1+07 139+19 607+124

Tabla 4.- Efecto de la alimentacion con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas
sobre excrecion urinaria de prostaglandina E, (UPGE;), 6-ceto-prostaglandina Fy,
(U6KPGF,,), tromboxano B, (UTXB,) y de nitritos. Los valores se expresan como la media +

ecm.
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4.1.6.- Reactividad vascular en lechos mesentéricos

La presion de perfusion basal fue similar en los lechos vasculares mesentéricos tanto de
las ratas alimentadas con la dieta control como con la dieta con alto contenido en fructosa
(control: 10 +0.89 mmHg, fructosa 1025 + 0.88mmHg). Lo que sugiere que dicha

alimentacion no afecta al tono basal de este territorio vascular.

4.1.6.1- Efecto de la alimentacion con fructosa sobre la respuesta vasoconstrictora

El incremento en la presion de perfusion inducida por KC1 {60 pmol) no fue modificado
significativamente en lechos vasculares mesentéricos de ratas alimentadas con una dieta rica en
fructosa respecto de los animales control (Figura 15, panel superior izquierdo). Por tanto,

dicha dieta no afecta al mecanismo intrinseco de contraccion del musculo liso vascular.

La respuesta al vasoconstrictor All (1 nmol) en lechos vasculares mesentéricos de ratas
alimentadas con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas fue similar a la respuesta

observada en el grupo de animales control (Figura 15, panel superior derecho).

La alimentacion con fructosa en ratas no modificé la vasoconstriccion inducida por una
infusion continua de fenilefrina (10° mol/L) en lechos vasculares mesentéricos (Figura 15,

panel inferior izquierdo).

La respuesta a ET-1 (10 pmol) en lechos vasculares mesentéricos fue similar tanto en el
grupo control como en el grupo de animales alimentados con la dieta de fructosa (Figura 15,

panel derecho).

4.1.6.2- Efecto de la alimentacion con fructosa sobre la respuesta vasodilatadora

La alimentacion con fructosa en ratas no produjo variaciones en la curva de relajacion

dependiente de la dosis inducida por el vasodilatador dependiente de endotelio acetilcolina
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(10"2-10"® mol) en lechos vasculares mesentéricos (Figura 16).
La respuesta a una dosis alta del vasodilatador endotelio independiente nitroprusiato
s6dico (10 nmol) en lechos vasculares mesentéricos, no se modifico significativamente por la

alimentacion rica en fructosa (Figura 17).

Estos resultados sugieren que la reactividad vascular de un territorio de resistencia

como el lecho vascular mesentérico no se ve alterada por una ingesta alta en fructosa.
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Figura 15.- Efecto de la alimentacion con fructosa durante 4 semanas sobre la

respuesta a cloruro sodico (KCI) (60 umol), a angiotensina II (AII) (1 nmol), a fenilefrina (167

mol/l) y a endotelina-1 (ET-1) (10 pmol) en lechos vasculares mesentéricos. Los valores se

expresan como la media + eem.
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Figura 16.- Efecto de la alimentacion con fructosa durante 4 semanas sobre la

respuesta a acetilcolina (107%-10* mol) en lechos vasculares mesentéricos. Los valores se
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Figura 17.- Efecto de la alimentacion con fructosa durante 4 semanas sobre la

respuesta a nitroprusiato de sodio (SNP) (10 nmol) en lechos vasculares mesentéricos. Los

valores se expresan como la media + eem.
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4.1.7.- Reactividad vascular en anillos de asorta

4.1.7.1.- Efecto de la alimentacion con fructosa sobre la respuesta a distintos agentes

vasoconstrictores

La alimentacion con fructosa en ratas durante cuatro semanas no modifico la respuesta
constrictora a KCl (80 mmol/L)) en anillos adrticos comparada con la obtenida en el grupo
control (Figura 18, panel superior). Indicando que este tipo de dieta no parece afectar a los
mecanismos implicados en el proceso de contraccion que tiene lugar en las células del musculo

liso vascular.

La respuesta constrictora a angiotensina II (107 mol/L) aumenté significativamente en
el grupo de animales alimentados con fructosa respecto del grupo control (figura 18, panel
inferior). Esto sugiere que una dieta rica en fructosa produce una mayor sensibilidad a este

factor vasoconstrictor enddgeno en este tipo de territorio vascular.

La curva concentracion-respuesta inducida por fenilefrina (10°-10"° mol/L) (Figura 19)
en anillos aorticos fue similar tanto en los animales que fueron alimentados con la dieta de
fructosa como con la dieta control. Lo que sugiere que dicha alimentaciéon no da lugar a una

mayor sensibilidad a este agonista a-1 adrenérgico.

La respuesta al vasoconstrictor endotelina (10°® mol/L) fue semejante tanto en el 0
P ] grup

control como en el grupo de animales alimentados con fructosa (Figura 20).

La presencia del inhibidor de Ia sintesis de NO, LNAME (10™ moV/L) en el medio de
incubacion de los anillos adrticos con endotelio, incremento la respuesta a fenilefrina tanto en
los animales alimentados con la dieta control (Figura 21, panel superior izquierdo) como con la
dieta de fructosa (figura 21, panel inferior izquierdo). Esto sugeriria que existe una mayor

sensibilidad a la fenilefrina cuando se encuentra inhibido el NO (en presencia de LNAME) y
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pone de manifiesto el papel modulador de este factor endotelial en la respuesta constrictora

inducida por fenilefrina en anillos adrticos de ratas Sprague-Dawley.

En anillos aorticos sin endotelio se observa un incremento en la respuesta constrictora a
fenilefrina tanto en el grupo control (Figura 21, panel superior derecho) como en el grupo de

animales alimentados con fructosa (figura 21, panel inferior derecho).

El incremento observado en la respuesta a fenilefrina tanto en ausencia de endotelio
como en presencia de L-NAME, fue similar en ambos grupos de animales, lo que implica una
participacion de los factores vasoactivos dependientes de endotelio, entre ellos el NO, en la
respuesta a fenilefrina en anillos aodrticos de ratas Sprague-Dawley independientemente de la

dieta administrada a los animales.
4.1.7.2- Efecto de la alimentacién con fructosa sobre la respuesta vasodilatadora

La respuesta vasodilatadora a acetilcolina (10°-10° mol/L) fue similar en anillos tanto
de animales alimentados con fructosa como en los animales control tal como muestra la figura
22 del panel superior. Sugiriendo que tras cuatro semanas de alimentaciéon con fructosa no

estan afectados los mecanismos de vasodilatacion dependientes de endotelio.

La alimentacion con una dieta rica en fructosa no present6d modificaciones significativas
en la respuesta vasodilatadora a nitroprusiato sodico (107°-10"° mol/L) respecto del grupo
control (figura 22, panel inferior), esto indica que la alimentacion con fructosa no afecta a los

mecanismos del musculo liso vascular en la vasodilatacion independiente de endotelio.
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Figura 19.- Efecto de la alimentacién con fructosa durante 4 semanas sobre la
respuesta a fenilefrina (10°-10” mol/L) en anillos de aorta. L.os valores se expresan como la

media + eem.
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Figura 21.- Efecto del inhibidor de la sintesis de NO, L-NAME (-NO) o de la ausencia

de endotelio (- endotelio) sobre la respuesta a fenilefrina (10°-10” mol/L) en anillos de aorta

de animales control (panel superior) o animales alimentados con la dieta de fructosa durante 4

semanas (panel inferior). Los valores expresan la media + eem. * p<0.05 respecto del grupo

control. # p<0.05 respecto del grupo fructosa.
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Figura 22.- Efecto de la alimentacién con fructosa durante 4 semanas sobre la
respuesta a acetilcolina (10°-10° mol/L) (figura superior) y a sodio nitroprusiato (10710

mol/L) en anillos de aorta (figura inferior). Los valores expresan la media + eem.
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4.2.- EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIHIPERTENSIVO EN RATAS
ALIMENTADAS CON UNA DIETA RICA EN FRUCTOSA

Tras estudiar las alteraciones presoras, metabolicas, hormonales y vasculares en la rata
alimentada con fructosa durante cuatro semanas, se procedi6 al estudio de estos parametros
tras la administracion de los farmacos antihipertensivos quinapril (un inhibidor de la enzima de
conversion de angiotensina), diltiazem (un bloqueante de los canales de calcio) y losartan (un

antagonista de los receptores AT; de All) sobre estos animales.

4.2.1.- Presién arterial

Los tres tipos de tratamientos antihipertensores fueron capaces de prevenir el
incremento de presion arterial desarrollado en las ratas alimentadas con fructosa (Figura 23,
panel inferior), lo que indica que quinapril, diltiazem y losartan ejercerian efectos beneficiosos
mediante sus acciones dilatadoras reduciendo las resistencias vasculares en el tejido muscular
esquelético. Como se observa en el panel superior de la figura 23 la presion arterial sistélica de
los animales alimentados con la dieta control no sufri6 modificaciones significativas con

ninguno de los tratamientos.

4.2.2.- Funcidon renal

La tabla 5 muestra como el tratamiento con quinapril produjo incrementos
signtficativos (p<0.05) tanto en el volumen urinario como en la ingesta de agua en los animales
alimentados con la dieta control. Sin embargo diltiazem o losartan no medificaron ninguno de

estos parametros.

La tabla 6 muestra como el tratamiento con diltiazem produjo una disminucion
significativa {(p<0.05) tanto en el volumen urinario como en la ingesta de agua en los animales
alimentados con la dieta de fructosa. Sin embargo quinapril o losartan no modificaron estos

parametros.

100



Resultados

Ninguno de los tres tratamientos modifico la excrecion urinaria de sodio o potasio ni el
aclaramiento de creatinina tanto en el grupo control como en el grupo de animales alimentados

con fructosa (Tablas 5y 6).

No se observaron diferencias tanto en el peso de los animales como en la ingesta de
comida entre el grupo control v el grupo de animales alimentados con fructosa con ninguno de

los tres tipos de tratamientos a lo largo del estudio.
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Figura 23.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la presion arterial sistolica (PAS) en ratas control
(figura superior) y en ratas alimentadas con fructosa (figura inferior) durante 4 semanas. Los

valores se expresan como la media £ eem. * p<0.05 respecto del grupo fructosa sin

tratamiento.
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VU VB UNaV UkV C Cre

(ml/24h) (ml/24h) (mmol/24h) | (mmol/24h) | (ml/min)
CONTROL 28225 39+3 97+05 36+02 117+ 0.1
+QUINAPRIL 427 +3 3% 55 &+ 3* 11008 3603 0.92+0.1
+DILTIAZEM 237x14 36+2 106+0.5 30+02 1.31+0.12
+LOSARTAN 201+13 38.£2 112+04 41+02 1.23+0.1

Tabla 5.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) o losartan (1 mg/kg/dia) sobre el volumen urinario (VU), el volumen de bebida
(VB), la natriuresis (UnaV), la kaliuresis (UKV) y el aclaramiento de creatinina (C Cre) en

ratas control. * p<0.05 respecto del grupo control sin tratamiento.

VU VB UNaV UkV C Cre

{ml/24h) (ml/24h}) {mmol/24h) (mmol/24h) (ml/min)
FRUCTOSA 30119 44+ 2 11404 18+01 0.93+£0.10
+QUINAPRIL 30119 412 11.8+07 21+£0.1 1.10+£0.15
+DILTIAZEM | 232+ 15*% | 30+2* 11.3+£05 20+01 1.10+0.14
+LOSARTAN 311220 4119 11.7+0.5 199+ 0.08 138+013

Tabla 6.- Efecto del tratamento con quinapni (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) o losartan (1 mg/kg/dia) sobre el volumen urinario (VU), el volumen de bebida
(VB), la natriuresis (UnaV), la kaliuresis (UKV) v el aclaramiento de creatinina (C Cre) en
ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa durante 4 semanas. * p<0.05 respecto del

grupo fructosa sin tratamiento.
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4,2.3- Factores metabélicos

Los tratamientos con quinapril, diltiazem o losartan no modificaron los niveles
plasmaticos de colesterol, triglicéridos, glucosa o insulina en los animales alimentados con la

dieta control (Figura 24).

Tal como se mencioné en la figura 13, los niveles plasmaticos de triglicéridos e insulina
aparecen aumentados en las ratas alimentadas con fructosa respecto al grupo control. La figura
25 muestra como los tratamientos de quinapril, diltiazem y losartan no corrigieron los niveles
de triglicéridos aumentados en los animales alimentados con fructosa. Sin embargo los tres
tratamientos fueron capaces de prevenir la hiperinsulinemia inducida por fructosa. Los niveles
de colesterol y glucosa, que no presentaron variaciones significativas entre el grupo control y
el de ratas alimentadas con fructosa, tampoco fueron modificados por los tratamientos de

quinapril, diltiazem o losartan en los animales alimentados con fructosa (Figura 25).

4.2.4.- Test de sobrecarga oral de giucosa

Las concentraciones plasmaticas de glucosa e insulina, basalmente y en respuesta a una
sobrecarga oral de glucosa en las ratas que recibieron los tratamientos de quinapril, diltiazem o
losartan y que fueron alimentadas con la dieta control aparecen representadas en la figura 26,
panel superior. Asimismo la figura 26, en el panel inferior representa este mismo parametro
pero en los animales que recibieron la dieta rica en fructosa. El pico maximo de glucosa e
insulina se observo a los 15 minutos después de la administracion oral de glucosa en todos los
grupos. Los niveles plasmaticos de glucosa o insulina de las ratas control (Figura 26, panel
superior) no sufrieron modificaciones significativas con ninguno de los tratamientos y fueron
comparables a los valores observados en las ratas alimentadas con fructosa y tratadas con

quinapril, diltiazem o losartan.

Los tres tratamientos fueron capaces de prevenir la respuesta exagerada de glucemia e

insulinemia a los 15,30 y 60 minutos después de la sobrecarga oral de glucosa en las ratas con
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fructosa (Figura 26, panel inferior). Esto sugiere que tanto quinapril, diltiazem o losartan, a
través de sus acciones vasodilatadoras, facilitarian la captacién normal de glucosa por parte del

musculo esquelético.
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Figura 24.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75

mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre las concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina

colesterol y triglicéridos en ratas alimentadas con la dieta control durante 4 semanas. Los

valores se expresan como la media + eem.
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Figura 25.- Efecto del tratamiento con quinapril {10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre las concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina
colesterol y triglicéridos en ratas alimentadas con la dieta de fructosa durante 4 semanas. Los
valores se expresan como la media £ eem. * p<0.05 respecto del grupo fructosa sin

tratamiento.
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Figura 26.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) o losartan sobre las concentraciones plasmaticas de glucosa y de insulina en
respuesta a una sobrecarga oral de glucosa en animales control (panel superior) y alimentados
con una dieta rica en fructosa (panel inferior) durante 4 semanas. Los valores se expresan

como la media £ eem. * p<0.05 respecto del grupo fructosa sin tratamiento.
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4,2.5.- Reactividad vascular en lechos mesentéricos

Los tratamientos de quinapril, diltiazem o losartan no modificaron la presion de
perfusion basal de los lechos vasculares mesentéricos de los animales que recibieron la dieta
control o de fructosa (control: 10+0.89 mmHg; control+quinapri: 10.5+0.72 mmHg;
control+diltiazem: 10.8+0.58 mmHg; control+losartan: 9.2+0.58 mmHg) (fructosa:
10.25+0.88 mmHg, fructosatquinapril. 10+£0.93 mmHg, fructosatdiltiazem: 11+0.66,
fructosatlosartan: 9.1+£0.59 mmHg).

4.2.5.1- Efecto del tratamiento crémico con diltiazem, quinapril o losartan sobre la

respuesta vasoconstrictora en ratas alimentadas con fructosa

La respuesta constrictora a KCI (60 umol) en lechos vasculares mesentéricos, no sufrio
modificaciones significativas con ninguno de los tres tratamientos administrados tanto en el
grupo de animales control (Figura 27, panel superior) como en el grupo de animales

alimentados con la dieta de fructosa (Figura 27, panel inferior).

E! tratamiento con quinapril no modifico la respuesta al vasoconstrictor angiotensina II
(1 nmol) en lechos vasculares mesentéricos de animales control (Figura 28, panel superior) asi
como en animales alimentados con la dieta de fructosa (Figura 28, panel inferior). El
tratamiento de diltiazem tan sélo disminuyd la respuesta a angiotensina II en los anillos
aorticos del grupo de animales control (Figura 28, panel superior). Sin embargo el tratamiento

con losartan elimino totalmente la respuesta a angiotensina II en ambos grupos de animales.

La vasoconstriccion inducida por una infusion continua de fenilefrina (10° moV/L) en
lechos vasculares mesentéricos fue similar tanto en el grupo control (Figura 29, panel superior)
como en el grupo de animales alimentados con fructosa (Figura 29, panel inferior) que
recibieron los tratamientos de quinapril o diltiazem. Sin embargo, la respuesta a fenilefrina se

redujo significativamente (p<0.03) por el tratamiento con losartan tanto en el grupo de
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animales control como en el grupo de animales alimentados con fructosa. Esto sugiere que el

efecto vasoconstrictor de la fenilefrina estaria mediada, parcialmente, por A 1I.

Los tratamientos de quinapril, diltiazem no modificaron la respuesta constrictora
inducida por endotelina-1 (10 pmol) en lechos vasculares mesentéricos de animales control
(Figura 30, panel superior) y animales alimentados con la dieta de fructosa (Figura 30, panel
inferior). Sin embargo, el tratamiento de losartan disminuyo la respuesta a endotelina-1 en
lechos vasculares mesentéricos tanto de los animales alimentados con la dieta control como

con la dieta de fructosa (Figura 30, panel superior ¢ inferior).

4.2,5.2- Efecto del tratamiento cronico con diltiazem, quinapril o losartan sobre las

respuestas vasodilatadoras en ratas alimentadas con fructosa

La respuesta a acetilcolina (10"2-10® mol) fue comparable en los tres grupos de
tratamiento tanto en animales control (Figura 31, panel superior) como en animales

alimentados con fructosa (Figura 31, panel inferior).

No se observan diferencias significativas en la vasorrelajacion inducida por
nitroprusiato sédico (10 nmol) con ninguno de los tres tratamientos tanto en el grupo de
animales control (Figura 32, panel superior) como en los animales alimentados con la dieta de

fructosa (Figura 31, panel inferior).
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Figura 27.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a KCl (60 mmol) en lechos vasculares
mesentéricos de ratas controles {panel superior) o ratas alimentadas con una dieta rica en

fructosa durante 4 semanas (panel inferior). Los valores se expresan como la media + eem
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Figura 28.- Efecto del tratamiento con quinaprii (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a All (1 mmol) en lechos vasculares
mesentéricos de ratas controles (panel superior) o ratas alimentadas con una dieta rica en
fructosa durante 4 semanas (panel inferior). Los valores se expresan como la media + eem.

* p<0.05 respecto del grupo control sin tratamiento. # p<0.05 respecto del grupo fructosa sin

tratamiento.
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Figura 29.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a fenilefrina (10° mol/L) en lechos
vasculares mesentéricos de ratas controles (panel superior) o ratas alimentadas con una dieta
rica en fructosa durante 4 semanas (panel inferior). Los valores se expresan como la media +
eem. * p<0.05 respecto del grupo control sin tratarmento. # p<0.05 respecto del grupo

fructosa sin tratamiento.
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Figura 30.- Efecto del tratamento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a endotelina-1 (10 pmol) en lechos
vasculares mesentéricos de ratas controles (panel superior) o ratas alimentadas con una dieta
rica en fructosa durante 4 semanas (panel inferior). Los valores se expresan como la media +
eem. * p<0.05 respecto del grupo control sin tratamiento. # p<0.05 respecto del grupo
fructosa sin tratamiento. *
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Figura 31.- Efecto del tratamiento con gquinaprit {10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a acetilcolina (10210 mol) en lechos
vasculares mesentéricos de ratas controles (panel superior) o ratas alimentadas con una dieta
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Figura 32.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a nitroprusiato sodico (10 nmol) en
lechos vasculares mesentéricos de ratas controles (panel superior) o ratas alimentadas con una
dieta rica en fructosa durante 4 semanas (panel inferior). Los valores se expresan como la

media £+ eem.
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4.2.6.- Reactividad vascular en anillos de aorta

4.2,6.1- Efecto del tratamiento crénico con diltiazem, quinapril o losartan sobre la

respuesta vasoconstrictora en ratas alimentadas con fructosa

La respuesta vasoconstrictora a KCl (80 mmol/L) no se modifico con ninguno de los
tres tratamientos tanto en el grupo control, como en el grupo de animales alimentados con la

dieta rica en fructosa (Figura 33).

La figura 34, panel superior muestra la respuesta contractil a angiotensina II (107
mol/L) en anillos aorticos de los animales alimentados con la dieta control y que recibieron el
tratamiento de quinapril, diltiazem o losartan. En esta figura se observa que quinapril
incrementa significativamente la respuesta a AIl con respecto al grupo control. Sin embargo
los tratamientos de diltiazem o losartan no producen este efecto. Esto sugiere que el
tratamiento con quinapnil daria lugar a un mecanismo de regulacion positiva de los receptores

AT,

En el grupo de animales alimentados con la dieta de fructosa (figura 34, panel inferior),
el tratamiento con quinapril no da lugar a ninguna modificacion en la respuesta a AlL, sin
embargo, los tratamientos de losartan o diltiazem disminuyen dicha respuesta respecto del
grupo de fructosa siendo comparable a la que se observa en el grupo control. Esto sugiere que
el bloqueo de los receptores AT, asi como el de los canales de calcio, corrigen la respuesta
exagerada a All en las ratas alimentadas con fructosa. El hecho de que el tratamiento con
quinapril no incremente la respuesta a All respecto del grupo fructosa, podria ser debido, tal
como se mostro, anteriormente, en panel inferior de la figura 18, a que la alimentacion con
fructosa por si sola produce un incremento significativo, respecto al grupo control, en dicha

respuesta que quinapril no es capaz de incrementar.

En el panel superior de la figura 35 se muestran las curvas concentracion-respuesta a

fenilefrina (10°-10”° mol/L) en anillos aérticos de animales alimentados con la dieta control y
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que recibieron el tratamiento de quinapril, diltiazem o losartan. Diltiazem redujo
significativamente, la respuesta constrictora a fenilefrina respecto al grupo control (Figura 35,
panel superior), sin embargo, los tratamientos de quinapril o losartan no modificaron esta
respuesta. En los anillos adrticos de animales alimentados con la dieta de fructosa (Figura 35,
panel inferior) y que recibieron el tratamiento de quinapril, diltiazem o losartan se observa que
diltiazem redujo la respuesta constrictora a fenilefrina, aunque no de forma significativa,
respecto al grupo fructosa mientras que los tratamientos de quinapril o losartan no produjeron
este efecto. Este resultado indica que el bloqueo de la entrada de calcio extracelular estaria

implicado en dicha respuesta constrictora.

La figura 36 muestra que ninguno de los tratamientos modificé la respuesta a
endotelina (10”° mol/L) en anillos de aorta tanto en el grupo de animales control como en el

grupo de los animales aimentados con fructosa.

La presencia del inhibidor de la sintesis de NO, LNAME (10" mol/L) en el medio de
incubacién, en anillos con endotelio, incremento la respuesta a fenilefrina (10°-10° mol/L) en
los tres grupos de tratamiento tanto en los animales alimentados con la dieta control (Figuras
37, 38 y 39 panel superior izquierdo) como con la dieta de fructosa (Figuras 37, 38 y 39 panel
inferior izquierdo) en el mismo grado, lo que indica una participacion del NO en la contraccion

a este agonista o-1-adrenérgico.

La respuesta a fenilefrina (10°-10"° mol/L) en anillos sin endotelio se incremento tanto
en el grupo contro! (Figuras 37, 38 y 39 panel superior derecho) como en el de fructosa
(Figuras 37, 38 y 39 panel inferior derecho) con los tres tipos de tratamiento en la misma
medida. Lo que sugiere una participacion de los factores vasoactivos dependientes de endotelio

en la contraccidn a fenilefrina.
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4.2.6.2.- Efecto del tratamiento cronice con diltiazem, quinapril o losartan sobre la

respuesta vasodilatadoras en ratas alimentadas con fructosa

La figura 40, panel superior muestra la vasorrelajacion inducida por acetilcolina (10°-
10°° mol/L) en anillos adrticos de animales alimentados con una dieta control a los que se les
administré quinapril, diltiazem o losartan. Estos tres tratamientos incrementaron ligeramente,
aunque no de forma significativa, la respuesta vasodilatadora a acetilcolina respecto del grupo

control.

En los anillos aorticos de animales alimentados con la dieta de fructosa (Figura 40,
panel inferior), la respuesta a acetilcolina (10°-10° mol /L) no fue modificada por ninguno de

los tres tratamientos.

La vasorrelajacion inducida por nitroprusiato sédico (107°-10° mol /L) en anillos de
ratas alimentadas con la dieta control (Figura 41, panel superior) no se modifico con ninguno
de los tres tratamientos. Asimismo, ninguno de los tratamientos modifico dicha respuesta en las

ratas que fueron alimentadas con la dieta de fructosa (Figura 41, panel inferior).
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Figura 33.- Efecto del tratamiento con quinapn! (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a KCl (80 mmol/L) en anillos de aorta

de ratas controles (panel superior) o ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa durante 4

semanas (panel inferior). Los valores expresan como la media + eem.
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Figura 34.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a angiotensina IT (10”7 mol/L) en anilios
de aorta de ratas controles (panel supenor) o ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa
durante 4 semanas {panel inferior). Los valores se expresan como la media + eem. * p<0.05
respecto del grupo control sin tratamiento. # p<0.05 respecto del grupo fructosa sin
tratamiento.
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Figura 35.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
mg/kg/dia) y losartan (1 mg/kg/dia) sobre la respuesta a fenilefrina (10°-10° mol/L) en anilios
de aorta de ratas controles (panel superior) o ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa

durante 4 semanas (panel inferior). Los valores se expresan como la media + eem. * p<0.05
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Figura 36.- Efecto del tratamiento con quinapril (10 mg/kg/dia), diltiazem (75
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123



Resultados

CONTROL
160 ¢ . +QUINAPRIL

128 1

96

64 |

Contracclén
(% a KCI 80 mM)
Contracclion

2r

FRUCTOSA
1so-+ *No . # +QUINAPRIL

128 1

a6 I

64

Contraccldn
(% a KCI 80 mM)

Contraccion
(% a KCI 80 mM)

2r

Fenllefrina (-l.og mol/L)

(% a KCI 80 mM)

—%— + andotello

160 « ¥
— ¥ - - endotelio " *
RS
128 | s
96 b
64 |
327
g~ =
9 8 7 6 5
Fentlefrina (-Log moljL)
—%— + endotelio #
160 # #
— % - - endotslle # I )
o B A1
128 | 2
# A
T I
96 |
64
ar
L

Feniiefrina (-Log mol/L)

Figura 37.- Efecto del inhibidor de la sintesis NO, L-NAME (- NO) o de la ausencia

de endotelio (- endotelio) sobre la respuesta a fenilefrina (10°-10% mol/L) en anillos de aorta

de ratas alimentadas con la dieta control (panel superior) o con la dieta de fructosa (panel

inferior) tratadas con quinapril (10 mg/kg/dia) durante 4 semanas. Los valores se expresan

como la media £ eem. * p<0.05 respecto del grupo control + quinapril. # p<0.05 respecto del

grupo fructosa + quinapril.
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Figura 38.- Efecto de! inhibidor de la sintesis de NO, L-NAME (- NO) o de la

ausencia de endotelio (- endotelio) sobre la respuesta a fenilefrina (10°-10° mol/L) en anilios

de aorta de ratas alimentadas con la dieta control (panel superior) o con la dieta de fructosa

(panel inferior) tratadas con diltiazem (75 mg/kg/dia) durante 4 semanas. Los valores se

expresan como la media + eem. * p<0.05 respecto del grupo control + diltiazem. # p<0.05
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Figura 39.- Efecto del inhibidor de la sintesis de NO, L-NAME (- NO) o de la

ausencia de endotelio (- endotelio) sobre la respuesta a fenilefrina ( 10°-10”° mol/L) en anillos

de aorta de ratas alimentadas con la dieta control (panel superior) o con la dieta de fructosa

(panel inferior) tratadas con losartan (1 mg/kg/dia) durante 4 semanas. Los valores se expresan

como la media + eem. * p<0.05 respecto del grupo control + losartan. # p<0.05 respecto del

grupo fructosa + losartan.
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fructosa durante 4 semanas (panel inferior). Los valores se expresan como la media + eem.
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Discusion

La administracion crénica de una dieta con alto contenido en fructosa en ratas Sprague-
Dawley durante cuatro semanas, elevo, ligeramente, los niveles de presion arterial. Esta
hipertension moderada se asocid a hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, sin producirse
modificaciones en el peso corporal. Paralelamente, se desarrollé resistencia a la insulina, tal
como muestra la respuesta alterada a un test de tolerancia a la glucosa observada en nuestro

estudio.

Estas mismas alteraciones metabolicas y en los niveles de presion arterial aparecen en
distintas patologias y parece existir una asociacion entre ellas. Asi, es un hecho demostrado
que un gran porcentaje de los pacientes hipertensos esenciales presentan resistencia a la
insulina, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia (Ferrannini y cols., 1987, Reaven 1991b). Por
otro lado, Reaven en 1988 (a) determiné que estas y otras alteraciones metabolicas como la
diabetes mellitus (DM) tipo II, no dependiente de insulina asi como la intolerancia a la glucosa
y niveles mas bajos de colesterol-HDL forman parte de lo que este autor denominé Sindrome
X metabolico. Asimismo, existen varios modelos de ratas con hipertension, como la rata obesa
Zucker (Oonesen y cols., 1985), la rata Dahl sensible a la sal (Reaven y cols., 1991d) y la rata
espontaneamente hipertensa (SHR) (Reaven y cols,, 1989a) gue manifiestan resistencia a la
insulina. Este hecho, también apoya la idea de la existencia de una relacion entre la

hipertension y la resistencia a {a insulina.

La administracion de dietas ricas en hidratos de carbono a animales de experimentacion
ha servido para profundizar en el estudio de estas alteraciones. Este tipo de dieta es capaz de
elevar la presién arterial cuando es administrada a animales normotensos (Hall, 1966).
Diversos experimentos confirman este hecho en distintas cepas de ratas normotensas como ia
rata Sprague-Dawley, Wistar-Kyoto y Ia rata Dahl resistente a la sal (Reaven y cols., 1991(a) y
(b), Kotchen y cols.,, 1991). De igual modo, en animales hipertensos, como la SHR, la
alimentacion con hidratos de carbono también potencia ¢l desarrollo de la hipertension (Young
y cols., 1981).
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En estudios previos, Zavaroni y cols. en 1980 y Reaven y cols. en 1987 confirman que
la administracién de una dieta rica en fructosa a ratas Sprague-Dawley, ademas de producir
hipertension, produce hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia sin obesidad. Ademas de la
fructosa, otros hidratos de carbono estan relacionados con la aparicion de estas alteraciones
metabolicas, asi Rosenmann y cols. en 1971 observaron que las ratas mantenidas con una dieta
rica en sacarosa desarrollan resistencia a la insulina. También, la alimentacién con fructosa en
voluntarios humanos sanos dio lugar a hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia (Szanto y cols.,
1969) asi como a la disminucion en la captacién de glucosa estimulada por insulina (Beck-
Nielsen y cols., 1978) y al aumento de la presion arterial (Israel y cols., 1983). En otro modelo
experimental como son los perros mongrel, Martinez y cols. en 1994 demostraron que la
administracion de una dieta rica en fructosa durante cuatro semanas, reproducia estas mismas

caracteristicas.

5.1.- PRESION ARTERIAL, HIPERINSULINEMIA Y RESISTENCIA A LA
INSULINA

Distintos experimentos muestran que tras la administracion de dietas ricas en fructosa a
animales normotensos, se obtienen incrementos similares de presion  arterial,
independientemente, de la duracion del periodo de alimentacion de dicha dieta. En estudios
previos estudiamos la presion arterial en ratas alimentadas con la dieta de fructosa durante dos,
cuatro 0 diez semanas y observamos que el incremento en la presion arterial que se desarrolld
tras la 2" semana de alimentacion con dicha dieta se mantuvo hasta el final del experimento sin
variaciones significativas, sugiriendo que el incremento de la presion arterial alcanzado no es
dependiente del tiempo de administracion de la dieta. Esta idea ha sido corroborada en
diversos experimentos en los que la alimentacion de animales normotensos con una dieta con
alto contenido en fructosa produce un incremento de la presion arterial que no aumenta mis a
pesar de que dichos animales sigan alimentandose con dicha dieta durante mas tiempo.
Zavaroni y cols. en 1980 demostraron que la alimentacioén con fructosa en ratas incrementaba
la presion arterial tras la primera semana de administracion. Asimismo, Hwang y cols. en 1987

demostraron que este tipo de dieta produce, a la segunda semana, un incremento de presion
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arterial de unos 20 mm de Hg en ratas. Park y cols. en 1992 mostraron que tras la alimentacion
con fructosa en ratas durante doce meses, el incremento de presion arterial observado era de,
aproximadamente, 20 mm Hg y dicho incremento se mantenia constante tanto a los tres meses
de comenzar el estudio como a los doce meses de alimentacion con dicha dieta. Con el mismo
tipo de dieta, pero esta vez administrada a perros mongrel, Martinez y cols. en 1994
observaron un incremento de, aproximadamente, 20 mm Hg de presion tras 28 dias de

alimentacion con este tipo de dieta.

Estos mismos autores han encontrado que el incremento observado en la presion
arterial, se encontraba asociado a otras alteraciones metabdlicas como son la hiperinsulinemia,
la resistencia a la insulina y la hipertrigliceridemia. Dichos estudios estan en concordancia con
el presente trabajo, puesto que encontramos el mismo tipo de alteraciones, sugeriéndose una

asociacion entre ellas.

Se han propuesto dos posibles hipotesis para explicar la relacion entre la

hiperinsulinemia, la resistencia a la insulina y ia hipertension:

1- Es posible que tanto la hiperinsulinemia como la resistencia a la insulina ocurran tras
multiples cambios secundarios al desarrollo de la hipertension. La hipertension afecta a
numerosos Organos y sistemas los cuales podrian estar implicados en el mantenimiento de la

presion arterial elevada.

2- La hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina podrian dar lugar al desarrollo de

hipertension.

Respecto a la hipotesis nimero 1, es conocido el hecho de que la hipertensién se asocia
a un incremento de las resistencias periféricas totales {Guyton y cols, 1969). Asimismo, se ha
postulado que en la situacion de resistencia a la insulina y en la consiguiente hiperinsulinemia
compensadora, se da un incremento en las resistencias vasculares la cual empeora la captacion

de glucosa por parte del musculo esquelético (Julius y cols. 1991, Baron y cols., 1993). En una
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situacién de resistencia a la insulina, se reduce el flujo sanguineo al tejido, principalmente en el
musculo esquelético (Ferrannini 1992). Esta disminucion de flujo sanguineo al tejido es

responsable del empeoramiento de la captacion de glucosa por parte del misculo esquelético.

En contra de que la hipertension sea la causa de la aparicion de la resistencia a Ia
mnsulina hay que destacar el hecho de que en una situacion de hipertension, el incremento de las
resistencias vasculares incrementadas, no va necesariamente acompafiado de una disminucién
de flujo sanguineo al tejido. De hecho, existen sistemas reguladores que incrementan las
resistencias periféricas vasculares para aumentar el flujo a los tejidos (Ferrannini 1992). Por lo
tanto, al no estar disminuido el flujo a los tejidos, tedricamente, tampoco esta empeorada la
capacidad del musculo esquelético para la captacion de glucosa. Es decir, la resistencia a la

insulina y la hiperinsulinemia no parecen ser consecuencia del desarrollo de hipertension.

Para demostrar si la hipertensién podria causar hiperinsulinemia o resistencia a la
insulina, Buchanan y cols en 1991 estudiaron las respuestas a glucosa y a insulina tras la
administracién intravenosa de glucosa en ratas con hipertension renovascular inducida
mediante la colocacién de un clip en la arteria renal. Estos autores observaron que ambas
respuestas eran idénticas a las de los animales control, sugiriendo que los mecanismos
implicados en la hipertension renovascular no causan hiperinsulinemia ni resistencia a la
insulina. Este modelo de hipertension, aunque es distinto al de nuestro modelo experimental,
apoya el hecho de que la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina no son consecuencia de

la hipertension.

Respecto a la 2* hipOtesis planteada, existen controversias acerca de si es la
hiperinsulinemia o la resistencia a la insulina la causa que subyace en el desarrollo de
hipertension. Modon y cols. en 1980 demostraron que un aumento de la actividad fisica de
ratas alimentadas con fructosa incrementaba la sensibilidad a la insulina y reducia tanto la
hiperinsulinemia como el incremento de presion arterial inducidos por dicha alimentacion.
Hwang y cols. en 1987 sugirieron que la hiperinsulinemia podria ser la responsable del

incremento de presion arterial observado en ratas alimentadas con una dieta con alto contenido
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en azucares simples. Estos mismos autores en 1989, basandose en que la somatostatina
suprime la secrecion de insulina por parte de las células B del pancreas, demostraron que la
infusion de somatostatina en ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa, ademas de
normalizar la hiperinsulinemia atenuaba el incremento de presion arterial observado en estos
anmimales, sugiriendo que la concentracion plasmatica de insulina juega un papel en la
regulacion de la presion arterial. En estudios en humanos, se han obtenido resultados similares.
En pacientes con resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e hipertension, la somatostatina
logro disminuir tanto la presion arterial como la insulina plasmatica (Izumi, 1980, Caretta,

1989).

Existen discrepancias acerca de que la presion disminuya debido al efecto de la
somatostatina sobre la inhibicién de la secrecion de insulina, ya que la somatostatina no solo
inhibe la secrecion de insulina, sino que ademas tiene otros muchos efectos que no fueron
controlados en los estudios citados y esto pone en duda que la respuesta depresora sea
solamente debida a la disminucion de los niveles de insulina. La somatostatina ejerce un efecto
sobre el SRA produciendo una disminucion de la presion arterial que es independiente de los
efectos que ejerce la somatostatina sobre el pancreas endocrino (Boscaro y cols., 1982). Por
tanto no queda aclarado que la capacidad de la somatostatina sobre la disminucion de presion

arterial se deba Gnicamente a la supresion de la secrecion de insulina.

Por otro lado, se ha demostrado que el vanadyl sulfato, una sustancia que disminuye los
niveles plasmaticos de insulina en ratas no diabéticas mejora la sensibilidad a la insulina,
previene la hiperinsulinemia y la hipertension inducidas por la administracion de una dieta rica
en fructosa en ratas (Bhanot y cols., 1994), sugiriendo igualmente que la hiperinsulinemia
puede contribuir al desarrollo de la hipertension en estos animales. El tratamiento con vanadyl
sulfato no modifico los niveles de catecolaminas plasmaticas, sugiriendo que la disminucion de
la presion arterial no fue debido a ningun cambio en la actividad simpatica. Sin embargo,
estudios realizados en el hombre (Rowe, 1981) demuestran que un incremento agudo de la
concentracion de insulina plasmatica produce un aumento significativo de los niveles

plasmaéticos de catecolaminas, que puede producir un aumento en los niveles de presion
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arterial. Un incremento en la actividad del SNS ha sido uno de los mecanismos propuestos para
explicar el incremento de presion arterial observado en los animales alimentados con dietas
ricas en hidratos de carbono. Sin embargo, en el estudio realizado por Hwang y cols. en 1987
se observo que la administracion de clonidina, bloqueante especifico ganglionar de la actividad
del SNS, a ratas alimentadas con fructosa consiguié disminuir los niveles de presion arterial
aumentados, aunque las alteraciones metabolicas persistieron. Estos resultados sugieren que si
la dieta de fructosa da lugar a una elevacion en la actividad del SNS, este cambio no es el
responsable de la aparicion de la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia. Por tanto, la
capacidad de la clonidina para prevenir la hipertension en estos animales no significa que un
aumento de la actividad del SNS sea la causa de la hipertension observada en las ratas
alimentadas con fructosa. Nuevamente, estos datos parecen estar de acuerdo con que la
resistencia a la insulina y/o la hiperinsulinemia juega un papel central en el desarrolio de la

hipertension observada en ratas alimentadas con hidratos de carbono.

Por otra parte Brands y cols. en 1994 no observaron una elevacion de la presion arterial
en 24 horas en ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa cuyas concentraciones de
insulina plasmaticas eran normales. Asimismo, tampoco observaron ningin cambio en la
actividad del SNS. Sin embargo, Fournier y cols. en 1986 observaron un incremento en la
excrecion urinaria de catecolaminas en ratas alimentadas con una dieta rica en sacarosa. Una
posible explicacion pudiera ser que la ingesta de una dieta rica en azucares produzca un ligero
incremento de la actividad del SNS que no fuera suficiente para incrementar la presion arterial
cronicamente, aunque si puede elevarla inicialmente. Asi, Kleinjans y cols. en 1981 observaron
que la infusion intravenosa de noradrenalina producia una hipertension leve en ratas
conscientes. La aparicion de estas alteraciones mediante otros hidratos de carbono como la
glucosa y la sacarosa parecen ser debidas a mecanismos distintos. Asi, Johnson y cols. en 1993
observaron que la alimentacion con sacarosa solo incrementaba los niveles de presion arterial
en ratas cuando a estas se les administraba conjuntamente una elevada concentracion de sodio
en la dieta. Sin embargo, el incremento de presion arterial observado en estos animales no fue
acompaiiado de un incremento en las concentraciones de insulina y glucosa plasmaticas. Este

hecho sostiene la idea de que la alimentacion con sacarosa da lugar al incremento de presion
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arterial a través de mecanismos diferentes de los que participan en las alteraciones inductdas

por la dieta de fructosa sobre la presion arterial.

Varios investigadores han demostrado que una infusidon continua de insulina en
animales de experimentacion no produce un incremento en la presion arterial. Una accion
fundamental de la insulina es aumentar la captacion de glucosa por parte del tejido perifénco.
Cuando esta accidn se encuentra incrementada, también se incrementa la tasa metabolica, la
cual causaria una vasodilatacion periférica para permitir un flujo sanguineo al tejido adecuado a
la tasa metabolica incrementada (Guyton, 1980). Asi, el efecto de la infusion de insulina en
condiciones en que los tejidos tienen una senstbilidad normal a las acciones metabolicas de la
insulina podria ser vasodilatacion y disminucion de la resistencia periférica total. Hall en 1990
(a y b) y Brands en 1991 (a) demostraron que el hiperinsulinismo cronico en perros no
modifica en ellos la sensibilidad a la insulina. Realizaron estos estudios mediante la infusion
cronica de insulina en perros normales, para mantener constante la glucemia se administraba, a
estos animales, glucosa a una tasa de infusion constante. Estos animales mantenian una
sensibilidad normal a la insulina incluso después de una prolongada hiperinsulinemia, ya que
mientras la insulina fue infundida durante 28 dias, la tasa de infusion de glucosa requerida para
mantener unas concentraciones de glucosa plasmaticas normales se mantuvo constante. En el
caso de que se hubiese desarrollado resistencia a la insulina, hubiera sido necesario disminuir la
tasa de infusion de glucosa para evitar que aumentasen los niveles plasmaticos de glucosa. Este
hecho esta de acuerdo con la observacion de que la hiperinsulinemia crénica no causa en el
hombre la resistencia a la insulina (Tsutsu, 1990) y confirma el conceptc de que la
hiperinsulinemia es una respuesta compensadora a la resistencia a la insulina. El hecho de que
los perros normales mantengan una sensibilidad normal a la insulina explica la observacion de
que la infusion sistémica de insulina produce una marcada y progresiva caida en la resistencia

periférica total y un incremento del 30-40% en la frecuencia cardiaca (Brands, 1991b).

Por el contrario, en este mismo tipo de experimentos en ratas (Brands, 1991 (a) y
Brands, 1992) éstas s1 desarrollaron resistencia a la insulina. Un efecto de la resistencia a la

insulina en el tejido periférico es una disminucidn de la capacidad de la insulina para estimular
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la captacion de glucosa y la vasodilatacion periférica, con lo que se disminuiria el flyjo
sanguineo al tejido. Laakso y cols. en 1990 observaron que el efecto de la insulina de
incrementar el fluyjo sanguineo al tejido durante la hiperinsulinemia en sujetos normales, no
ocurria en sujetos con resistencia a la insulina. Una explicacion del efecto presor de la infusion
de nsulina en ratas podria ser la aparicion de resistencia a la insulina en el tejido periférico de
estos ammales. Asi, en el caso de que los perros desarrollasen resistencia a la insulina, los
efectos vasodilatadores periféricos de la insulina se atenuvarian o incluso desaparecerian. De la
misma manera si la resistencia a la insulina se mejorase en las ratas, la infusion de insulina
podria disminuir la presion arterial de forma similar a como ocurre en perros con sensibilidad
normal a la insulina. Estos datos sugieren que la hiperinsulinemia per se no es causa del
aumento de presion arterial observado y que la resistencia a la insulina est& mas relacionada
con dicho aumento. Sin embargo, hay que tener en cuenta que cuando dos alteraciones ocurren
de manera simultanea y estan tan relacionadas metabolicamente entre si como la
hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina resulta dificil decidir cual de ellas es mas

importante.

En el presente estudio, la alimentacién con fructosa en ratas Sprague-Dawley durante
cuatro semanas dio lugar a la aparicion de resistencia a la insulina, tal y como muestran las
elevadas concentraciones plasmaticas de glucosa e insulina que se observaron tras 15, 30, 60 y
90 minutos de una sobrecarga oral de glucosa en los animales alimentados con la dieta de

fructosa comparandolos con los animales control.

A su vez, los niveles de insulina plasmatica resultaron significativamente elevados
después de cuatro semanas de alimentacion con fructosa. Como hemos dicho anteriormente,
los niveles de glucosa plasmaticos no estaban incrementados en estos animales. En estudios
preliminares observamos que tanto los niveles de glucosa como de insulina plasmaticos se
encontraban incrementados tras dos semanas de alimentacion con fructosa en ratas, lo que
significa que a pesar de la elevada concentracion de insulina existente en plasma, posiblemente,
ain no habia transcurrido el tiempo necesario para el mantenimiento de la homeostasis de la

glucosa. Esto se corroboré cuando a la cuarta semana de alimentacion con fructosa, en la que
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aunque seguian manteniéndose unos elevados niveles de insulina plasmaticos, la hiperglicemia
desaparecié. Park v cols. en 1992 no observaron variaciones en los niveles de glucosa
plasmatica en ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa durante doce meses. Lo que
sugiere que tras un largo periodo de administracion de la dieta con fructosa los niveles de
glucosa plasmaticos se normalizan, es decir, al igual que en nuestros resultados, la
hiperinsulinem:a es capaz de compensar la resistencia a la insulina existente, manteniendo unos
niveles normales de glucosa en sangre. De acuerdo a la mayor parte de los estudios, el
comienzo de la resistencia a la accion de la insulina viene marcado por una discreta intolerancia
a la glucosa inicial que mas tarde es acompafiada de hiperinsulinismo compensador capaz de
mantener normales los niveles de glucosa plasmaticos. En etapas mas avanzadas del
hiperinsulinismo que conducen a la aparicién de la DM tipo II, llega un momento en que el
pancreas deja de ser capaz de mantener elevados ritmos de secrecién de insulina, posiblemente,
debido a un agotamiento en la secrecion de insulina por parte de las células  pancreaticas o
bien por una regulacion a la baja de los receptores de insulina causado por el hiperinsulinismo.
Por otro lado, es un hecho conocido que la desapariciéon del hiperinsulinismo produce la
descompensacion metabdlica que se manifiesta con la aparicion de la hiperglicemia (Hansen y
cols, 1986). En los estudios previos citados anteriormente, observamos que el
hiperinsulinismo causado por la alimentacion con fructosa en ratas durante dos semanas llegaba
a desaparecer si la alimentacion con dicha dieta se prolongaba hasta diez semanas, aunque los

valores de glucosa en sangre seguian siendo normales.

En resumen, parece ser que la resistencia a la insulina es la responsable de la aparicion
de la hiperinsulinemia compensadora y, secundariamente, al desarrollo de estas dos
alteraciones se produciria la elevacion de la presion arterial observada en la rata alimentada con

fructosa.
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Efecto del tratamiento antihipertensivo sobre la presion arterial, la resistencia a
la insulina y la hiperinsulinemia

El presente estudio muestra como los tratamientos antihipertensivos con quinapril (un
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina), diltiazem (un bloqueante de los canales
de calcio), ¢ losartan (un antagonista del receptor AT, de angiotensina II) son capaces de
prevenir el incremento observado en los valores de presion arterial, la hiperinsulinemia y la
respuesta exagerada a una sobrecarga oral de glucosa inducida por la alimentacion con una

dieta rica en fructosa en ratas.

La A II es un vasoconstrictor que podria, potencialmente, disminuir el flujo sanguineo
al tejido muscular, causando un empeoramiento en la captacién de glucosa por parte de dicho
tejido. Contrariamente, Townsend y cols. en 1993 demostraron que dosis presoras de A II
incrementaban la captacion de glucosa mediada por insulina en misculo esquelético de sujetos

normales.

Asimismo, la A II puede potenciar la actividad del SNS y un incremento en la actividad
de éste podria estar relacionado con la resistencia a la insulina observada en la hipertension
esencial (Reaven, 1996). La hiperactividad del SNS parece estar relacionada con la patogénesis
de este modelo, causando una elevacion de la presion arterial asi como un empeoramiento del
flujo sanguineo al musculo esquelético. Tanto los IECAs como los bloqueantes de los canales
de calcio asi como los antagonistas del receptor AT, de All, son capaces de reducir la
vasoconstriccion debida a la estimulacion adrenérgica (Cavero y cols., 1983, Qi y cols,
1994). Ademas, la AIl puede estar implicada en la biosintesis de catecolaminas (Khairaliah,
1972). Por lo tanto, quinapril , diltiazem y losartan podrian ejercer sus efectos beneficiosos
tanto sobre la presion arterial como sobre la sensibilidad a la insulina, reduciendo la actividad
simpatica, la cual, como ya hemos dicho, podria jugar un importante papel en las alteraciones

observadas en la rata alimentada con fructosa.

140



Discusion

Gaboury y cols. en 1994, demostraron que los pacientes con hipertension presentaban
una correlacion entre las respuestas presoras a All y la resistencia a la insulina, sugiriendo que
los pacientes con resistencia a la insulina se producia una mayor respuesta a agentes
vasoactivos que podria contribuir a la elevacion de la presion arterial. Por tanto, una
explicacion de las alteraciones metabolicas observadas en la rata alimentada con fructosa
durante cuatro semanas podria ser un incremento en la vasoconstriccion del musculo
esquelético. Los tres tratamientos ejercerian sus efectos beneficiosos a través de sus acciones
vasodilatadoras. Consecuentemente, una reduccidn de las resistencias penféricas podria

restaurar el flujo sanguineo al musculo esquelético, facilitando asi la recaptacion de glucosa.

El SRA juega un importante papel en la fisiopatologia de las enfermedades
cardiovasculares. Los IECAs asi como los antagonistas del receptor AT, de All, pueden
mejorar la resistencia a la insulina incrementando la sensibilidad a ésta en el tejido,
particularmente en el musculo esquelético que es donde se encuentra, en mayor medida, una
reduccion a dicha sensibilidad (Pollare y cols, 1989; limura y cols 1995). Uno de los
mecanismos a través de los cuales los IECAs y los antagonistas del receptor AT, de All
pueden afectar al metabolismo de los hidratos de carbono, contribuyendo al incremento del
transporte de glucosa al masculo esquelético es la disminucion de la formacion de All bien a
través de la inhibicion de la sintesis de la enzima convertidora de la angiotensina bien mediante
el bloqueo de las acciones de la All por el antagonismo de los receptores AT, de All. Una
menor produccion y/o accion de All implica vasodilatacion e incremento del flujo sanguineo al
tejido, mejorandose la sensibilidad a la insulina. Hwang y cols. en 1989 no observaron cambios
significativos en los niveles de All circulantes en la rata alimentada con fructosa. Sin embargo,
en otro modelo experimental como la SHR la actividad de renina tisular o la produccion de A
II se encontraban elevados sin que sus niveles sistémicos se encontrasen alterados (Williams
1988, Kost y cols., 1993). Por tanto la All generada localmente podria inducir cierto grado de
vasoconstriccion periférica que contribuiria a ia elevacion de presion arterial y a la resistencia a
la insulina observadas. Podria proponerse que inciuso sin una elevada actividad del SRA

circulante, la accion de la A 1l se sobreexpresase a pesar de que su actividad fuese normal. De
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hecho, como se discute mas adelante en nuestros experimentos, la vasoconstricciéon inducida

por A H esta incrementada en los anillos de aorta de las ratas alimentadas con fructosa.

Existen numerosos estudios clinicos que muestran los efectos beneficiosos de los
IECAs y de los antagonistas del receptor AT, de All a través de la reduccion de los niveles o
de la accion de la All. Los IECAs mejoran la sensibilidad a la insulina en hipertensos esenciales
(Ferrannini y cols., 1987, Pollare y cols., 1989), indicando la importancia de la supresion de la
sintesis de A II 6 de sus acciones, Iyer y cols. en 1996 observaron que en ratas alimentadas con
fructosa el tratamiento con losartan durante dos semanas previno la hipertension, la
hiperinsulinemia asi como la hipertrofia cardiaca que se observd en los animales tras la
alimentacién con fructosa, sugiriendo que el SRA modula tanto la hipertension como la
resistencia a la insulina y la hipertrofia cardiaca en este modelo experimental. Estos mismos
autores determinaron los cambios producidos por la dieta con alto contenido en fructosa en
ratas sobre los niveles de AII plasmaticos y sobre la densidad del receptor de All en el
ventriculo y en la aorta de estos animales. Observaron un incremento tanto en los niveles de
All plasmaticos como en la densidad del receptor de All en el ventriculo tras cuatro semanas
de alimentacion con fructosa. Este resultado sugiere que el SRA participa en la elevacion de la
presion arterial asi como en la hipertrofia ventricular observada en las ratas alimentadas con
fructosa. Por tanto, la mejora de la sensibilidad a la insulina por el tratamiento con un IECA o
con un antagonista de los receptores de All, sugiere que la All puede ser un factor implicado
en la resistencia a la insulina que aparece en la hipertension esencial (Pollare y cols., 1989; Iyer

y cols., 1996)

Los IECAs pueden aumentar la disponibilidad de las prostaglandinas (PGs)
vasodilatadoras. Asimismo, se han publicado numerosos estudios que muestran que los IECAs
incrementan la disponibilidad de la cininas. El aumento de la actividad de las cininas puede
contribuir en los efectos beneficiosos de los IECAs sobre la resistencia a la insulina (Bonner,
1995). La acumulacion de cininas puede ser responsable del incremento en la captacion de
glucosa mediada por insulina, posiblemente debido a un incremento de la produccién local de

PGs vasodilatadoras. Sin embargo, Chens y cols. en 1996 observaron que la mejora en la
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tolerancia a la glucosa inducida por el inhibidor de la enzima de conversion de angiotensina,
alacepril, no era debida a las cininas, ya que tras la infusion continua de este fairmaco con o sin
el antagonista del receptor B, de cininas, Hoe 140, no se observaron diferencias en los niveles
de glucosa plasmatica en ratas alimentadas con fructosa. En otro estudio se observd que la
administracion créonica de el inhibidor de la enzima de conversion de angiotensina, delapril, con
o sin el antagonista del receptor B, de cininas, Hoe 140, en ratas alimentadas con fructosa,
tampoco se obtuvieron diferencias en los niveles de glucosa plasmatica (Shimamoto y cols.,
1996). En discordancia con esta idea, el efecto beneficioso de la administracion oral de
captopril sobre la sensibilidad a la insulina en un modelo de resistencia a la insulina como es la
rata obesa Zucker, fue eliminado cuando estos animales fueron previamente tratados con el
antagonista del receptor B, de cininas, Hoe 140 (Henriksen EJ y cols., 1996). Eilich y
Rosenthal en 1996, basandose en la idea de que los IECAs previenen la degradacion de
bradicinina y que ésta estimula la secrecion de factores vasodilatadores derivados del endotelio,
como el NO, sugirieron que éste participa en los efectos vasodilatadores y metabolicos de
enalapril en el modelo de rata alimentada con fructosa, ya que el bloqueo de la sintesis de NO
mediante L-NAME atenu¢ el efecto antihipertensivo asi como la mejora de la sensibilidad a la
insulina de enalapril. Otra consecuencia de las acciones de los IECAs es que se produce una
acumulacion de remina y Al (Todd y Heel, 1986) al interrumpirse el control “de
retroalimentacion negativo que ejerce la All sobre ellos, pudiendo asi derivarse a otras vias
enzimaticas generando otros productos como la A (1-7) que, como explicaremos mas adelante,

tiene efectos vasodilatadores.

Los antagonistas de los receptores AT1, al igual que los IECAs, pueden aumentar la
disponibilidad de las PGs vascdilatadoras. Por otra parte, es un hecho conocido que la AIl
estimula la sintesis de PGs en diversos organos asi como en diferentes lechos vasculares
(Blumberg., 1977, Nasjletti y Malik, 1982). A su vez, las PGs sintetizadas modulan las
acciones de la All, de forma que se estabiece un equilibrio entre estos factores que resuita
esencial para el control del tono vascular (Mullane y Moncada, 1980). Jaiswal y cols. en 1991
observaron en células cultivadas de musculo liso vascular y en astrocitos que el bloqueo de los

receptores AT, con losartan estimulaba la sintesis de PGs. Dado que también la All estimula la
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formacion de PGs, dichos autores sugirieron que losartan podria presentar efectos agonistas y
actuar de forma similar a la AIl. Sin embargo, se ha demostrado ampliamente que losartan es
un agonista de los receptores AT, sumamente especifico (Wong y cols., 1991) que carece de
los efectos agonistas postulados por Jaiswal y cols. por lo que el incremento de la sintesis de
PGs observado durante la administracion de losartan se deberia a un mecanismo distinto al de
la simple unidn de losartan a los receptores AT;. Se ha observado que ademas de la All, otros
componentes del SRA como la A (1-7) constituyen un importante estimulo para la sintesis de
PGs en las células endoteliales de aorta porcina (Jaiswal y cols., 1992). En este tipo celular se
ha comprobado que la A (1-7) estimula la produccién de PGI; y PGE;. Ademas, se abordo el
estudio de los receptores de angiotensina que participaban en esta accion y se comprobd que la
estimulacion de la produccidn de PGs por 1a A (1-7) no se producia a través de los receptores
AT, y AT,. De estos trabajos se desprende que el SRA podria promover la sintesis de PGs a
través de receptores distintos de los ya caracterizados, AT, y AT,. En presencia de losartan, la
All, al tener impedida su union al receptor AT;, seria susceptible de ser mas facimente
degradada a A (1-7), la cual posiblemente se uniria a otros receptores ATx y a través de estas
uniones podria inducirse la sintesis de PGs. Se ha comprobado que durante el tratamiento con
losartan de produce una acumulacion de la A (1-7). De esta forma, las PGs sintetizadas

tendrian un efecto hipotensor sinérgico al de losartan.

Con todo lo expuesto anteriormente, el incremento de PGs vasodilatadoras podria estar
implicado en los efectos beneficiosos de quinapril y losartan mejorando la resistencia a la
insulina y reduciendo la presion arterial. Sin embargo, el hecho de que, como discutiremos a
continuacion, ei tratamiento con diltiazem también mejord la resistencia a la insulina y
disminuy6 la presion arterial en los animales alimentados con fructosa, sugiere que los efectos
beneficiosos observados con quinapril y losartan podrian ser principalmente debidos a la

supresion de Ia A 11 y no al aumento de la disponibilidad de PGs vasodilatadoras.

La hipertension y la diabetes pueden considerarse alteraciones relacionadas con el
metabolismo del calcio. Levy y cols en 1989, observaron un aumento en los niveles celulares

de calcio, asi como una reduccion de la actividad ATPasa de calcio en células del musculo
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esquelético y en eritrocitos de ratas con resistencia a la insulina. Resnick y cols. en 1991
encontraron una elevada concentracion de calcio citosélico en plaquetas de pacientes con DM
tipo II. Sowers y cols. en 1989 observaron este mismo hecho en pacientes con hipertensién
esencial. A pesar de que el papel de la insulina en la regulacion del metabolismo del calcio
sigue siendo controvertido, existen trabajos acerca de los efectos de la insulina sobre la
movilizacién y el transporte del calcio (Desnuelle y cols., 1987, Pershadsingh y cols., 1979).
En el estudio realizado en 1993 por Draznin, el bloqueante de los canales de calcio, verapamil,
fue capaz de bloquear el incremento de calcio citosolico observado en adipocitos aislados

incubados durante 24 horas con insulina en un medio glucosado.

Es un hecho conocido que el hiperinsulinismo produce alteraciones sobre el transporte
cationico de la membrana. La resistencia a la insulina disminuye la actividad de las bombas
Ca’’-ATPasa y Na'-K'-ATPasa, de manera que se produce un incremento en la concentracion
citoplasmatica de calcio en las células de la musculatura lisa vascular que es capaz de
incrementar las resistencias vasculares periféricas. A su vez 1a insulina también ejerce acciones
sobre el intercambiador Na'-H', incrementando su actividad pudiendo dar lugar a una
acumulacion de sodio capaz de incrementar la concentracion citoplasmatica de calcio en la
hipertension esencial (Aviv y cols., 1988). Dicho incremento esta implicado en la hipertension

vascular asociada con la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia (Wetdman y cols., 1985).

Como hemos dicho anteriormente, la vasoconstriccion periférica podria ser causa de las
alteraciones presoras y metabolicas que se observan en la rata alimentada con fructosa. El
hecho de que diltiazem mejore dichas alteraciones apoya la idea de que una alteracion en el
metabolismo del calcio en la célula muscular lisa, podria estar implicada en la vasoconstriccion
periférica que aparece en nuestro modelo experimental. Los bloqueantes de los canales de
calcio son vasodilatadores arteriales que reducen la concentracion citosélica de calcio,
impidiendo la entrada de éste, principalmente, a través de los canales de calcio tipo L o T
dependientes de voltaje en las células del musculo liso vascular. Esta accion podria reducir la
presion arterial elevada e incrementar el flujo sanguineo al misculo esquelético, mejorando de

esta forma la resistencia a la insulina. Los bloqueantes de los canales de calcio reducen la
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vasoconstriccion mediada por All, el SNS u otros factores constrictores (Millar y cols., 1983)
y normahizan la presion arterial en un modelo de hipertensién en el cual ésta es inducida
mediante la infusion de AII (Sterzel y cols, 1984). De esta manera, diltiazem ejerceria un

efecto beneficioso interfiriendo con la All en la rata alimentada con fructosa.

En resumen, estos resultados sugieren que las alteraciones en el metabolismo del calcio
en la célula muscular lisa, en parte mediadas por la All u otros factores vasoconstrictores
parecen jugar un papel importante tanto en la resistencia a la insulina como en la elevacion de

la presion arterial inducidas por Ia alimentacion con fructosa en ratas.

5.2.- FUNCION RENAL

La insulina puede ejercer efectos agudos sobre el rifién modificando su funcion. Dicha
modificacion pudiera ser la responsable del desarrollo de la elevacidn de la presion arterial.
Diversos estudios relacionan la insulina con la retencion de sodio y el consiguiente desarrollo
de presion arterial causado por ésta. Atchley y cols. en 1933 y Miller vy cols. en 1954
observaron una respuesta antinatriurética tras la administracion de insulina en humanos. Este,
parece ser un efecto directo de la insulina. DeFronzo y cols. en 1976 asociaron el
hiperinsulinismo con la retencion renal de sodio, pudiendo ésta contribuir al desarrollo de la
hipertension. Estos autores realizaron unos estudios, empleando la técnica de micropuncion en
perros, que demuestran que la insulina tiene un efecto directo sobre la estimulacion de la
reabsorcion de sodio a nivel del tubulo distal, mientras que ésta se reducia a mivel del tubulo
proximal. Este efecto de la insulina daba lugar a la reduccion de la excrecion urinaria de sodio
en estos animales. Sin embargo, Baum en 1987 observd que la insulina actuando a nivel del
fibulo proximal en conejos, incrementaba la reabsorcion de sodio, produciendo una
disminucién en la diuresis. Estos datos apoyarian el hecho de que la hiperinsulinerma produce
un incremento en la presion arterial. Este efecto de la insulina sobre la disminucion de la
excrecion renal de sodio, en caso de ser mantenido cronicamente, podria incrementar la presién
arterial a través de la retencion de sodio y la expansion de volumen extracelular. Esta respuesta

a la hiperinsulinemia, estd basada en los resultados de infusiones agudas de insulina. La
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hipotesis, establece una atractiva explicacion acerca del nexo de unidn entre la insulina y la
presion arterial, pero aun no estd aclarado el hecho de que el efecto antinatriurético de la
insulina sea suficiente para elevar la presion arterial cronicamente (Hall y cols, 1992). Por otro
lado, Finch y cols en 1990 observaron que el efecto antinatriurético de la insulina se atenuaba
en ratas en las que existia resistencia a la insulina asociada a hipertension. En nuestros
experimentos, la funcién excretora renal, evaluada tras cuatro semanas de alimentacion con
fructosa, no mostro cambios significativos en la excrecion urinaria de sodio. Por tanto,
nuestros resultados estarian de acuerdo en que el hiperinsulinismo crénico no da lugar a una
retencién de sodio a largo plazo 0, de acuerdo con los resultados de Finch, que la resistencia a
la insulina desarrollada en nuestros animales eliminase el posible efecto antinatriurético de la
insulina. Es importante destacar que Navarro y cols,, en 1992 observaron valores
incrementados de presion arterial asi como un balance de sodio positivo en ratas durante la
primera semana de alimentacion con la dieta de fructosa. Dicho balance, se normalizé durante
la segunda semana de alimentacion con esta dieta. Martinez y cols. en 1994 observaron una
ligera retencion de sodio en perros alimentados con fructosa durante los primeros 8 dias con
esta dieta, que retornd a valores normales en los dias sucesivos. Una posible explicacion para
estos resultados es que esta acumulacion de sodio inicial sea compensada mediante el
mecanismo de presion natriuresis capaz de prevenir una retencion de sodio mantenida junttl; a
una retencion de volumen. De hecho, Hwang y cols. en 1989 observaron una reduccion en los
niveles plasmaticos de aldosterona en ratas alimentadas con fructosa. Estos resultados
sugieren, que la alimentacion con fructosa podria producir una moderada y transitoria
retencion de sodio que se traduce como una disminucion de los valores de la excrecion renal de
sodio, dicha retencién, probablemente, contribuiria al desarrollo de presion arterial. Sin
embargo, es probable que tras la primera semana de alimentacién con fructosa esta retencion
renal de sodio desapareceria, manteniéndose incrementados los valores de presion arterial, esto
sugiere que aunque la retencién renal de sodio pudiese participar en el desarrollo de este tipo
de hipertension, no es un factor determinante en el mantenimiento de ésta. No podemos
descartar en nuestro estudio, una posible retencion de sodio, en un primer estadio, que

contribuyera al desarrollo de la hipertension observada tras la cuarta semana de alimentacion
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con fructosa, aunque en experimentos previos en los que los animales fueros alimentados con

fructosa durante dos semanas tampoco se observo retencion de sodio.

En el presente estudio tampoco se observaron modificaciones en el volumen urinario ni
en el aclaramiento de creatinina, lo que sugiere que la hipertension observada no ha dafiado la
funcion renal. En contraste con nuestros resultados, Park en 1992 observo un ligero dafio renal
en ratas alimentadas con fructosa durante doce meses. Este dafio iba acompafiado de un
incremento, aunque no significativo, en la excrecion de albamina. El hecho de que en el
presente estudio no se observen modificaciones en la funcién renal tras cuatro semanas de
administracién de la dieta de fructosa, sugiere que, probablemente, sea necesario un periodo
mas largo de evolucion de hipertension mediada por la alimentacion con una dieta rica en

fructosa para que se desarrolle dafio renal en este modelo experimental,

El presente estudio muestra que la alimentacion con fructosa produjo un decremento en
la excrecion urinaria de potasio. La insulina se encuentra también implicada en el metabolismo
del potasio. Se ha demostrado que la infusion de insulina en el hombre, con mantenimiento de
la glicemia, produce una disminucion de la concentracién plasmética de potasio, dependiente
de la dosis (DeFronzo y cols., 1980). La insulina estimula la bomba Na'-K~ de forma que se
produce una entrada masiva de potasio desde el exterior al interior celular, disminuyendo los
niveles plasmaticos de este cofactor. Este control que ejerce la insulina sobre la concentracion
plasmatica de potasio se relaciona con el control que ejerce sobre la excrecion urinaria de
potasio. A pesar de que este parametro se encuentra regulado por otros muchos factores
(aldosterona, ingesta de sodio) uno de los factores mas importantes que determinan los niveles
plasmaticos de potasio es, en si misma, la propia concentracion de este ion. Ferrannini y cols.
en 1994 observaron que tras una sobrecarga oral de glucosa en pacientes con diabetes mellitus
se producia hipokalemia asociada a un decremento en la excrecion urinaria de potasio. Sin
embargo, cuando esta hipokalemia inducida por insulina se prevenia mediante una infusion
exogena de potasio no se observaba disminucion en la excrecion urinaria de potasio, es decir,
cuando la concentracion plasmatica de potasio era mantenida en unos niveles fisiologicos

adecuados no se observaba el decremento en la excrecion urinaria de potasio. Por tanto, la
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hipokalemia parece ser el principal mecanismo a través del cual la insulina disminuye la

excrecion urinaria de potasio.

En resumen, las alteraciones presoras y metabolicas observadas en nuestro estudio no
parecen alterar la funcidén excretora renal, aunque no podemos descartar Ja posibilidad de que
exista una ligera retencion de sodio al comienzo de la evolucion de la hipertension en nuestro

modelo experimental.

Efecto del tratamiento antihipertensive sobre la funcién renal

El tratamiento con losartan no modifico la funcién renal tanto en los animales control
como en los animales alimentados con la dieta de fructosa. Es un hecho conocido que la AIl
participa en la hemodinamica renal, regulando el transporte de sodio y agua a nivel del tubulo
proximal (Cogan, 1990). Asimismo, Mufioz-Garcia y cols. en 1995 observaron que la
administracion aguda de losartan en la SHR incrementaba la tasa de filtracion glomerular, el
flujo sanguineo renal y la excrecidon urinaria de sodio. Sin embargo, Cachofeiro y cols. en 1995
observaron que la administracion oral de losartan en la SHR no producia modificaciones en la
funcion renal. Estos autores, asi como los resultados del presente trabajo, muestran que la

administracion cronica de losartan no ejerce efectos sobre la funcion renal,

El tratamiento de quinapril, no modificéd la funcion renal en los animales que recibieron
la dieta de fructosa. Sin embargo, este tratamiento produjo un incremento tanto en el volumen
urinarioc como en el volumen de ingesta de agua de los animales alimentados con la dieta
control. Es probable que la dieta de fructosa impida, de alguna manera, las propiedades
diuréticas de quinapril. El incremento de los parametros modificados en los animales
alimentados con la dieta control, no se asocid con un incremento en la excrecion urinaria de
sodio. Los inhibidores de la ECA tienen propiedades diuréticas y natriuréticas como
consecuencia de sus acciones sobre la funcidon glomerular y tubular (Romero y cols., 1988).
Nuestros resultados confirman este hecho ya que la administracion de quinapril incrementé el

volumen urinario, aunque no se observaron modificaciones en la excrecion de electrolitos.
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Nuestros datos estan de acuerdo con estudios previos en ratas normotensas (Lahera y cols.,
1989) y SHR (Cachofeiro y cols., 1995) en las que la admunistracion de un inhibidor de la ECA
indujo un aumento del volumen urinario sin modificaciones en la excrecion de sodio. Por el
contrario, la administraciéon de una infusion medular renal de captopril (Lu y cols., 1994) o de
una infusion intravenosa sistémica (Mattson y Roman, 1991) produjo un incremento tanto del
volumen urinario como de la excrecion urinaria de sodio en las SHR y en las ratas Wistar
Munich, respectivamente. Estas discrepancias, podrian ser debidas a las diferentes condiciones
experimentales y/o al distinto comportamiento de estos fairmacos durante el tratamiento a largo
o corto plazo. También se observé un incremento en la ingesta acuosa en los animales control
que recibieron el tratamiento de quinapril. Este hecho, podria indicar que el efecto diurético
inducido por quinapril fuese consecuencia de un incremento en la ingesta de agua. Sin
embargo, dado que la A I tiene un efecto dipsogénico, es dificil justificar la posibilidad de que
quinapril pudiese estimular la ingesta acuosa. De hecho, estudios previos han demostrado que
quinapril no modifica la ingesta de agua en ratas con reduccion de la masa renal (Geiger y
cols., 1993). Estos datos sugieren que quinapril indujo un incremento en el volumen urinario y

como consecuencia de ello se produjo un incremento en la ingesta acuosa.

Dado que nuestros resultados muestran un incremento del volumen urinario sin
producirse modificaciones en la excrecion urinaria de sodio, parece logico pensar que la ADH
se encuentre implicada en este proceso. Es un hecho conocido que la AIl estimula la secrecion
de ADH (Phillips, 1996) y que el tratamiento con quinapril reduce la formacién de AlL, por lo
tanto el incremento en ¢l volumen urinario producido por quinapril podria ser debido a una

disminucion en la secrecion de ADH.

El tratamiento con diltiazem disminuyo el volumen urinario y el volumen de ingesta de
agua en los animales alimentados con la dieta de fructosa. Esta modificacion no se asocio a
cambios en la excrecion urinaria de sodio. Sin embargo, en los animales alimentados con la
dieta control, la administracion de diltiazem no modifico minguno de estos pardmetros. Por

tanto, es posible que la dieta de fructosa junto con la administracion de diltiazem pudiera, de
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alguna forma, predisponer a los animales a reducir su ingesta de agua lo que conllevaria a una

reduccion del volumen urinario.
5.3.- METABOLISMO LIPIDICO

La insulina tiene efectos sobre el musculo liso vascular favoreciendo el desarrollo de
lesiones ateroscleroticas (DeFronzo, Ferrannini, 1991). Diversos estudios in vifro han
demostrado que la insulina es capaz de estimular la prohferacion del musculo liso vascular
(Scout 1979). Este efecto podria ser el primer paso en el desarrollo de la placa aterosclerotica.
A su vez, la insulina estimula la sintesis de colesterol, mediante la activacion de la HMG CoA
reductasa que es el paso limitante en la sintesis de colesterol (Simonson, 1988). Los efectos de
la hiperinsulinemia sobre las concentraciones plasmaticas de colesterol y triglicéridos estan
implicados en el desarrollo de la aterosclerosis asi como en el riesgo de enfermedades
coronarias, aunque su papel sobre la alteracion y funcion en la vasculatura y en el desarrollo de

la hipertension no esta totalmente aclarado.

En el presente trabajo, la alimentacion con fructosa produjo un incremento significativo
en los niveles plasmaticos de triglicéridos respecto del grupo control. Mientras que, los niveles
plasmaticos de colesterol total no presentaron diferencias significativas entre estos dos grupos
de animales. Sin embargo, es un hecho conocido que los pacientes diabéticos tipo 11 presentan
una disminucion en los niveles plasmaticos de colesterol HDL, asi como un incremento en los
de colesterol LDL. Por otro lado, la alimentacion con una dieta rica en hidratos de carbono da
lugar al incremento de la concentracion de triglicéridos enddgenos en humanos (Farquhar y
cols., 1966). La dieta de fructosa o sacarosa produce un incremento en la concentracion
plasmatica de triglicéridos asociado a un incremento en los niveles plasmaticos de insulina en
ratas (Sleder y cols., 1980). Como se ha comentado anteriormente parece existir una relacion
entre la resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e hipertension, a su vez, la
hipertrigliceridemia también aparece unida a estas alteraciones en pacientes y en animales de

experimentacion.
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La posible relacion entre la hipertrigliceridemia y la resistencia a la insulina continua
siendo desconocida. Sleder y cols. en 1980 demostraron que tanto la alimentacion con glucosa
como con fructosa da lugar a un incremento de lipoproteinas hepaticas de muy baja densidad
(VLDL) asi como al aumento en la sintesis y liberacién de tnglicéridos. Sin embargo, la
eliminacion de triglicéridos del plasma resulta insuficiente en la rata alimentada con fructosa y
no con glucosa. Esta diferencia puede deberse al hecho de que la fructosa no es capaz de
incrementar la lipasa lipoprotéica, que participa en la degradacion de triglicéridos, mientras que
la glucosa si puede (Waddell y cols., 1973). Esta caracteristica de la fructosa puede explicar la
elevada concentracion de triglicéridos plasmaticos que se observan en los animales alimentados
con fructosa. Consecuentemente se puede postular que no todas la alteraciones metabdlicas
observadas en este modelo experimental se desarrollan simultaneamente o son debidas a los

mismos mecanismos.

A menudo las alteraciones en el metabolismo lipoprotéico van ligadas a elevados
niveles de presion arterial en humanos (McMahon y cols., 1985), siendo la elevada
concentracion de triglicéridos plasmaticos la principal alteracion que se encuentra en estos
pacientes. Reaven en 1967 y Tobey en 1981 sugiriecron que la hipertrigliceriderma es
secundaria a la resistencia a la insulina y a la hiperinsulinemia ya que encontraron tanto en
sujetos normales como en pacientes con hipertrigliceridemia una correlacion significativa entre
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, incremento en la tasa de secrecion de VLDL e
hipertrigliceridemia. Existen experimentos que confirman esta hipotesis en ratas con
hipertrigliceridemia inducida por una dieta de hidratos de carbono (Zavaroni 1980, 1981,
Sleder 1980). Ademas, cuando la captacion de glucosa inducida por insulina es incrementada,
bien por disminucion de peso en humanos (Olefsky y cols., 1974) bien por un aumento de
actividad fisica en ratas (Reaven 1988b), los niveles de insulina y triglicéridos plasmaticos
disminuyen. A través de experimentos en higado perfundido de rata, Reaven y cols. en 1984
demostraron que la secrecion de triglicéridos hepaticos (VLDL) esta directamente relacionada
con la concentracion de insulina plasmatica, apoyando la hipotesis de que la
hipertrigliceridemia es secundaria a la hiperinsulinemia y a la resistencia a la insulina.

Contrariamente, en un experimento realizado en perros alimentados con fructosa se observo
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que la hipertrigliceridemia precedia tanto a la hiperinsulinemia como a la hipertension
(Martinez y cols., 1994). En un experimento realizado en pacientes a los que se les administro
una dieta rica en hidratos de carbono y que presentaron elevadas concentraciones de insulina y
triglicéridos plasmaticos se observo que cuando se cambia su dieta por otra pobre en hidratos
de carbono, los niveles de insulina incrementados retornaban a valores normales antes de que
disminuyeran los niveles elevados de triglicéridos (Farquhar y cols., 1966). Este hecho parece
indicar que la hipertrigliceridemia es mas permanente que el resto de alteraciones metabolicas

ocasionadas por este tipo de dieta.

Reaven y cols. en 1989 b y Hwang y cols, han sugerido que la hiperinsulinemia juega
un papel central en el desarrollo de la hipertrigliceridemia inducida por la administracion de
hidratos de carbono en la dieta, ya que la administracion de somatostatina a ratas alimentadas
con fructosa ateniia los niveles plasmaticos de triglicéridos incrementados en estos animales
(Zavaroni y cols., 1981). En contra de estos resultados, en humanos con hiperinsulinismo
secundario producido por un adenoma, los triglicéridos plasmaticos no se encuentran
incrementados (Tsutsu y cols., 1990). Respecto a la posible relacion de la hipertrigliceridemia
con el SNS, Hwang y cols. en 1987 observaron que la hipertrigliceridemia que aparecia en
ratas Sprague-Dawley tras dos semanas de alimentacion con fructosa no desaparecia tras la
administracion de clonidina a estos animales, sugiriendo que la hipertrigliceridemia no se

relacionaba con un incremento en la actividad simpatica.

Efectos del tratamiento antihipertensivo sobre el metabolismo lipidico

Como hemos comentado previamente, nuestros resultados muestran como los
tratamientos con diltiazem, quinapril y losartan disminuyeron los valores incrementados de
presion arterial, hipeninsulinemia y resistencia a la insulina en las ratas alimentadas con la dieta
de fructosa, sin embargo, no afectaron a los niveles elevados de triglicéridos plasmaticos que
se observaron en estos animales. Asimismo, tampoco produjeron modificaciones en los niveles
de colesterol plasmaticos. Como hemos citado ya en la presente discusion, numerosos autores

han propuesto que tanto la hiperinsulinemia, la resistencia a la insulina como la
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hipertrigliceridemia tienen un origen comin en el modelo experimental de rata alimentada con
azucares (Reaven y cols., 1989 a, Tobey y cols., 1982, Reaven y cols, 1991 ¢. Sin embargo,
dado que en el presente trabajo, los tres tratamientos antihipertensivos administrados solo
normalizaron los valores incrementados de la presion arterial, resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia sin afectar a ia hipertrigliceridemia que se observo en los animales alimentados
con fructosa, nuestros resultados sugieren dos posibilidades: que solo la elevacion de la presion
arterial, la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina parecen estar interrelacionadas en el
presente modelo experimental o que la hipertrigliceridemia requiere un periodo de tiempo mas

largo para recuperarse.

Contrariamente a nuestros resultados, Erlich y Rosenthal en 1996 observaron que el
tratamiento de enalapril en ratas alimentadas con fructosa durante tres semanas disminuyd los
niveles incrementados de triglicéridos, ademas de reducir la presion arterial y la
hiperinsulinemia. El cotratamiento con LNAME en estos animales bloqueé los efectos
beneficiosos del enalapril, sugiriendo que dichos efectos pueden, en parte, atribuirse a la accion
del NO que mediante cambios hemodinamicos podria también estar implicado en la actividad

metabolica.

En resumen, nuestros resultados sugieren que aunque la hipertrigliceridemia parece
estar relacionada con el resto de patologias que se observan en la rata alimentada con fructosa,
probablemente su reduccion requiere un periodo mas largo de tratamiento con los farmacos
antihipertensivos que el resto de las alteraciones metabdlicas que se observan en éstos

animales.

5.4.- SISTEMAS VASOACTIVOS

Otro posible mecanismo implicado en la hipertensién inducida por la alimentacion con
fructosa podria ser un aumento en la produccién de los prostanoides vasoconstrictores, TXA,
asi como una disminucion en la produccion de prostancides vasodilatadores, PGE; o PGL. Sin

embargo, en el presente estudio no se observaron cambios en la excrecion urinaria de PGE,,
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PGI, (medido como metabolito estable 6-ceto-PGE;,) y TXA; (medido como metabolito
estable TXB,). Por esta razon la hipertension observada no parece ser debida a un
desequilibrio entre los prostanoides vasoconstrictores y los vasodilatadores. Sin embargo, es
un hecho conocido que pacientes con DM tipo II presentan una alteracién en la regulacion del
flujo sanguineo al musculo esquelético que ha sido atribuida a un defecto en la liberacion local
de cininas y PGs (Kanz y cols., 1987). Axelrod en 1991 observé que elevadas concentraciones
fisiologicas de insulina disminuian los niveles de PGE; y PGL; en el tejido adiposo de humanos.
Este hecho sugiere que la hiperinsulinemia, mediante la inhibicion de PGs vasodilatadoras,
podria estar implicada en el aumento de las resistencias vasculares periféricas asi como en la
elevacion de la presion arterial. El hecho de que en nuestros experimentos no observemos
variaciones en la excrecion de prostanoides vasoactivos, podria ser debido a que nos
encontramos en un periodo primario del desarrollo de la hipertension, por lo que no podemos
descartar que en un estadio mas avanzado, observasemos modificaciones en la excrecion de

dichos prostanoides.

La administracion de la dieta de fructosa durante cuatro semanas no modifico la
actividad de renina plasmatica ni la concentracion de aldosterona en plasma. Asimismo,
Martinez y cols., en 1994 no observaron modificaciones en la actividad de renina plasmética; en
perros alimentados con fructosa. Sin embargo, Hwang y cols. en 1989 demostraron que la
actividad de renina plasmatica se incrementaba por la alimentacion con fructosa en ratas,
mientras que se producia una disminucion en los niveles de aldosterona plasmaticos en estos
animales. Igualmente, Affarah y cols. en 1986 observaron este parametro disminuido en
pacientes que recibieron una dieta rica en sacarosa. En oposicion a estos resultados Rocchim y
cols. en 1989 encontraron un progresivo incremento en aldosterona plasmatica que fue
paralelo a la retencion de sodio en perros obesos alimentados con una dieta rica en grasas. Este
incremento podria ser explicado por el hecho de que la insulina es capaz de incrementar la
secrecion de aldosterona estimulada por angiotensina (Vierhapper y cols., 1983). Sin embargo,
en los animales alimentados con la dieta rica en fructosa del presente trabajo, que como ya
hemos dicho anteriormente presentan hiperinsulinemia, no se observa un incremento semejante

en los niveles de aldosterona plasmaticos.
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Tampoco los niveles plasmaticos de noradrenalina, adrenalina y dopamina fueron
modificados tras la alimentacion con fructosa. De acuerdo con nuestros resultados, Kobayashi
y cols. en 1993, tampoco encontraron modificaciones en la excrecion urinaria de noradrenalina
en ratas alimentadas con fructosa. Sin embargo, numerosos autores {Fournier y cols., 1986)
han determinado que la alimentacion con sacarosa incrementa la secrecion de catecolaminas, ya
que observaron un incremento en la excrecion urinaria de éstas. Como ya comentamos en el
primer apartado de la presente discusion, existen diferencias en el desarrollo de hipertension
inducido por fructosa y por sacarosa y una de estas diferencias puede ser debida a que la dieta
de sacarosa da lugar al incremento de catecolaminas, mientras que la alimentacion con fructosa
no incrementa dicho parametro. Por otro lado, Rowe y cols. en 1981 observaron que un
incremento agudo de los niveles plasmaticos de insulina, mediante la aplicacion de la técnica
del clamp hiperinsulinémico en sujetos normales, estimulaba la secrecion de catecolaminas. El
empleo de dicha técnica para producir hiperinsulinemia supone unas condiciones
experimentales distintas a las que se encuentran sometidas las ratas alimentadas con fructosa.
Esta posibilidad explicaria las diferencias encontradas en cuanto a la secrecion de

catecolaminas.

La ET-1 plasmatica tampoco se encontré modificada en los animales que recibieron la
dieta de fructosa respecto de los que recibieron la dieta control. Asimismo Martinez y cols. en
1994 obtuvieron este mismo resultado en perros alimentados con fructosa. Sin embargo, ha
sido demostrado en experimentos in vitro que la insulina incrementa la secrecion de ET-1 del
endotelio vascular (Hattori y cols., 1991). Asimismo, Takeda y cols. en 1991, observaron
niveles plasmaticos de ET-1 incrementados en ratas diabéticas, sugiriendo que la insulina
puede estimular la secrecion de ET-1. Asimismo Takahashi y cols en 1990 hicieron esta misma
observacion en pacientes con diabetes mellitus. Hu y cols. en 1993 observaron que la insulina
estimulaba la produccidén y la secrecion de endotelina en células endoteliales bovinas. El
incremento de esta sustancia podria estar implicada en la hipertension observada en las ratas
alimentadas con fructosa. Verma y cols. en 1995 observaron que el antagonista del receptor de

endotelina, bosentan, era capaz de prevenir el aumento de presion arterial observado en las
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ratas alimentadas con fructosa durante tres semanas, sugiriendo que la endotelina juega un

importante papel en el desarrollo de la hipertension en estos animales.

La alimentacién con fructosa durante cuatro semanas tampoco modifico la excrecion
urinaria de nitritos, sugiriendo que este tipo de alimentacion no afecta a la dispombilidad del
NO, aunque hay que tener en cuenta que la excrecion urinaria de nitritos es, tan solo, una

medida indirecta de este vasodilatador endotelial.

En experimentos previos, estudiamos la evolucion de estos sistemas vasoactivos tras
dos y diez semanas de alimentacion con fructosa y tampoco se observaron modificaciones

significativas en ninguno de ellos.

El hecho de que la alimentacion con la dieta de fructosa durante cuatro semanas no
produjera ninguna modificacion en los sistemas vasoactivos que se analizaron en el presente
trabajo sugiere que el aumento o disminucion de su produccion no se encuentra implicado en
las alteraciones metabolicas asi como en el incremento de la presion arterial que se observan en
nuestro modelo experimental. Este fue el motivo de que estos parametros no se estudiaran tras

{a administracion de los tratamientos antihipertensivos con quinapril, diltiazem y losartan.

5.5.- REACTIVIDAD VASCULAR

Estos experimentos, se realizaron para comprobar si la alimentacion con fructosa en
ratas producia una mayor sensibilidad a factores constrictores y una menor sensibilidad a
factores vasodilatadores, explicandose asi el aumento de presion y las demas alteraciones

observadas.

El presente estudio no muestra alteraciones en la respuesta contractil a KCl tanto en
lechos vasculares mesentéricos como en anillos de aorta en los animales alimentados con la
dieta control o con la dieta de fructosa, lo que indica que dicha dieta no afecta al mecanismo

intrinseco de contraccion del musculo liso vascular.
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La respuesta al vasoconstrictor AIl se encontro incrementada en los anillos de aorta de
los animales alimentados con fructosa respecto del grupo control, mientras que dicha respuesta
no fue diferente en los lechos vasculares mesentéricos de ambos grupos de animales. Una
mayor sensibilidad a este vasoconstrictor podria estar implicada en las alteraciones presoras y
metabolicas que se observan en nuestro modelo experimental. Gaboury y cols. en 1994
demostraron que en sujetos hipertensos existia una correlacion entre la respuesta presora a All
y la resistencia a la insulina y propusieron que un aumento en la respuesta presora a agentes
vasoactivos en individuos con resistencia a la insulina contribuye al aumento de presion
arterial. Hsueh y cols. en 1992 asi como Liischer y cols. en 1990 (a), propusieron que la
hiperreactividad a factores vasoconstrictores y la disfuncidn endotelial contribuirian al
desarrollo de hipertension y/o resistencia a la insulina que se observa en ratas diabéticas asi
como en otros modelos experimentales. Existen discrepancias en cuanto a las respuestas
vasculares a distintos vasoconstrictores segin sea el tipo de territorio vascular estudiado.
Christlieb y cols. en 1976; demostraron que los pacientes diabéticos presentaban una respuesta
incrementada a los agentes vasoconstrictores. Asimismo, Drury y cols. en 1981 demostraron
que la respuesta a All se encontraba incrementada en pacientes con DM tipo 1. Sin embargo,
McNally y cols en 1987, encontraron en este tipo de pacientes una respuesta a All disminuida.
Longhurst y Head en 1985 observaron que las respuestas a noradrenalina y al ion potasio, se
encontraban atenuadas en los lechos vasculares mesentéricos de ratas diabéticas. lyer y cols en
1996 observaron que ratas alimentadas con fructosa durante dos semanas presentaban una
respuesta a All incrementada en anillos de aorta, mientras que tanto las respuestas a fenilefrina
como a acetilcolina, no se encontraban modificadas respecto a las del grupo control, sugiriendo
que la hiperreactividad a All es una de las primeras alteraciones vasculares que se producen en
la rata alimentada con fructosa y que podria estar contribuyendo a la aparicion del resto de las

anormalidades observadas en este modelo.

Al estudiar 1a contraccion al agonista o, fenilefrina, asi como al vasoconstrictor ET-1
no se observaron diferencias significativas en los dos territorios vasculares estudiados de
ambos grupos de animales, sugiriendo que la dieta de fructosa no incrementa la sensibilidad a

estos factores vasoconstrictores. El hecho de que no se observen modificaciones en la
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respuesta a fenilefrina tras cuatro semanas de alimentacion con la dieta de fructosa, podria
indicar que posiblemente se requeriria un periodo mas largo de alimentacion con dicha dieta
para que se observe un aumento de la sensibilidad a este agonista o-adrenérgico. A su vez,
parece logico pensar que la hiperreactividad a la All existente podria contribuir a ello. Tal
como sugiri6 MacLeod en 1985, las diferencias observadas en las respuestas a los distintos
agentes vasoactivos, podrian ser debidas en parte a la duracion del estado diabético del

individuo asi como a la preparacion y tipo de lecho vascular estudiado.

La respuesta contractil a fenilefrina tanto en presencia del inhibidor de la sintesis de
NO, L-NAME, como en anillos de aorta sin endotelio present¢ un incremento significativo
respecto a la que se observo en ausencia de L-NAME y en los anillos con endotelio. Este
incremento fue similar tanto en el grupo de amimales alimentados con la dieta control como con
la dieta de fructosa. Estos resultados sugieren la participacion de los factores vasoactivos
dependientes de endotelio, entre ellos el NO, en la respuesta a fenilefrina en los anillos adrticos
de ratas Sprague-Dawley independientemente de la dieta administrada a los animales. Dohi y
cols., en 1990 observaron como las respuestas contractiles a noradrenalina y a fenilefrina en
arterias mesentéricas de ratas Wistar-Kyoto se incrementaban significativamente tanto al afiadir
el inhibidor de la sintesis de NO, L-NMMA como tras la eliminacion del endotelio de egtos
vasos. Asimismo, Thompson y cols,, en 1993 encontraron este mismo incremento en la
respuesta a noradrenalina tanto al eliminar el endotelio como al afiadir L-NMMA en arterias
carétidas de cobayas, sugiriendo la participacion del NO y otros factores endoteliales en la

atenuacion de la respuesta contractil a los agonistas a-adrenérgicos.

Asimismo, la relajacion dependiente de endotelio a acetilcolina asi como la relajacion
independiente de endotelio a nitroprusiato sodico tampoco mostraron modificaciones
significativas en ambos grupos de animales tanto en lechos vasculares mesentéricos como en
anillos de aorta. Estos resultados, junto con el hecho de que la respuesta a fenilefrina en
presencia de L-NAME no mostrd diferencias significativas entre ambos grupos de animales,
sugieren que no existe una disminucion en la produccion de NO. Sin embargo Verma y cols. en

1996, observaron que en las arterias mesentéricas de ratas alimentadas con fructosa durante
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tres semanas, se producia una disminucion en la relajacion a acetilcolina respecto del grupo de
animales alimentados con la dieta control, sin modificarse la respuesta a nitroprusiato sodico.
Estos autores sugieren que sus resultados pueden ser debidos a una disminucién en la
produccion de NO asi como a una exagerada produccion de factores constrictores derivados
del endotelio tales como ET-1 y PGHo, basandose en que para mantener un tono normal en el
musculo liso vascular es necesario la existencia de un equilibrio entre los factores relajantes y
contractiles derivados del endotelio. Es importante destacar que en las arterias mesentéricas el
factor hiperpolarizante derivado del endotelio (FHDE) es el principal factor responsable de la
relajacion dependiente de endotelio (Chen y cols., 1988), por tanto la disminucion en la
respuesta a acetilcolina en arteria mesentérica de ratas alimentadas con fructosa observada por
Verma y cols., podria ser debida a la reduccion del FHDE causada por dicha dieta. Asimismo,
McVeigh vy cols. en 1992 observaron una respuesta disminuida a acetilcolina en la arteria
braquial de pacientes con DM tipo II. A su vez, estos autores sugieren una disminucion en la
produccion y/o liberacion de NO por parte de las células endoteliales de este tipo de pacientes.
Dado que en nuestro estudio los dos territorios vasculares estudiados, los lechos vasculares
mesentéricos y la aorta toracica, no muestran una disminucion en la relajacion a acetilcolina, se
puede sugerir que en estos territorios vasculares el NO no se encuentra disminuido o bien que
podrian existir otros factores vasodilatadores que compensaran la posible falta de NO. El
hecho de que, como hemos comentado en el apartado anterior, la excrecion urinaria de mitritos
no se encuentra modificada en los animales alimentados con la dieta de fructosa respecto del
grupo control apoya la idea de que el NO no se encuentra disminuido en estos animales.
Tampoco podemos afirmar que un aumento en la produccion de factores vasoconstrictores sea
la causa de las alteraciones observadas ya que, como hemos comentado en el apartado de
sistemas vasoactivos, en nuestro trabajo no encontramos modificaciones en la concentracion de
ET plasmatica, asimismo, tampoco observamos un incremento en la respuesta a este
vasoconstrictor en los dos territorios vasculares estudiados. El hecho de que no observemos
modificaciones en ninguno de estos parametros no descarta la posibilidad de que en un estadio
mas avanzado de resistencia a la insulina asociada a hipertension inducida por la dieta de
fructosa, se observase una respuesta vasodilatadora reducida en los dos territorios vasculares

estudiados en éste trabajo, es decir, que existiese una menor produccién y/o liberacion de NO.
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La insulina tiene propiedades vasodilatadoras cuando es infundida de manera aguda en
un lecho vascular. Existen experimentos en los que se estudia el efecto agudo de la insulina
sobre la reactividad vascular en animales y humanos infundiendo en un determinado territorio
vascular una concenfracién constante de insulina y produciendo asi una hiperinsulinemia
fisiologica y local. Estos estudios han demostrado que la insulina ejerce un efecto vasodilatador
y ademas, atenua la reactividad vascular a agentes vasoconstrictores. Steinberg y cols. en 1994
demostraron que el efecto vasodilatador de la insulina en el misculo esquelético era mediado
por NO. Estos autores demostraron que la vasodilatacion producida por la infusion de insulina
en la arteria femoral de sujetos normales se atenuaba cuando se infundia L-NAME
conjuntamente. Asimismo, Scherrer y cols. en 1994 observaron que los efectos vasodilatadores
ejercidos por la infusién de insulina en la arteria braquial de sujetos normales eran atenuados
tras la infusion conjunta de L-NAME. Por otra parte, se ha sugerido que la insulina reduce la
actividad contractil a distintos agonistas vasoconstrictores, mediante la estimulacion de NO
que se opondria a la accion de dichos vasoconstrictores (Kaley y cols.,, 1992, Chen y cols.,
1996). De esta forma, Alexander y cols. en 1977 demostraron que la insulina atenuaba la
respuesta vasoconstrictora a noradrenalina que se observaba en un lecho de resistencia como
es la arteria caudal de la rata. Asimismo, Sakai y cols. en 1993, demostraron en arteria
braquial humana que tras una infusion intra-arterial de insulina, que incrementaba localmente la
concentracidn de insulina plasmatica, las respuestas tanto a fenilefrina como a All se
encontraban atenuadas. Sin embargo, existen resultados opuestos, ya que Vierhapper y cols. en
1983 encontraron que la respuesta a All no se mostraba alterada tras la infusion intravenosa de

insulina en humanos.

También se han realizado este tipo de experimentos in vitro. McNally y cols en 1995
realizaron un estudio sobre arterias de resistencia humanas, concretamente, arterias aisladas,
tomadas del tejido graso subcutaneo a las que se las incub6 con insulina (1mU/ml), que es una
dosis similar a la hiperinsulinemia fisiologica, y se estudid la respuesta a noradrenalina y a
acetilcolina. El estudio demostré que la insulina atenuaba la respuesta vasoconstrictora a
noradrenalina, aunque no se modifico la respuesta a acetilcolina. Este hecho pone de

manifiesto el efecto vasodilatador de la insulina. Aunque, existen resultados controvertidos,
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como los de Townsend y cols. en 1992 que demostraron que la administracion de insulina a
unas concentraciones fisioloégicas incrementa la respuesta presora a noradrenalina en la

vasculatura mesentérica aislada de ratas normales.

En estos dos tipos de estudios in vivo o in vitro de infusion o administracion de
mnsulina, las condiciones de hiperinsulinemia que se obtienen son distintas a las de nuestros
experimento, ya que se produce una hiperinsulinemia local y aguda, es decir, los vasos
sanguineos en los que se realizan las distintas pruebas a agentes vasoconstrictores y
vasodilatadores estan sometidos a una hiperinsulinemia que solo permanece durante unas
horas, es decir, mientras se realiza el experimento. En nuestro estudio, la alimentacion con
fructosa produce una hiperinsulinemia cronica y resistencia a la insulina que permanecen en el
animal durante cuatro semanas. Asimismo, Lembo y cols. en 1995 observaron en ratas SHR,
en las que existia resistencia a la insulina, que la infusion de insulina no disminuia la respuesta
al vasoconstrictor noradrenalina, sugiriendo que la insulina no es capaz de ejercer su efecto
vasodilatador en vasos en los que existe resistencia a la insulina. Steinberg y cols. en 1996
observaron que la capacidad de la insulina para liberar NO estaba disminuida en los pacientes
obesos y en los pacientes con DM tipo 11, es decir, en pacientes con resistencia a la insulina.
Estos autores observaron que la respuesta dependiente de endotelio a metacolina no se
incrementaba en estos pacientes tras la aplicacion del clamp euglicémico-hiperinsulinémico, es

decir, no se observan los efectos vasodilatadores de la insulina dependientes de NO.

Pieper y cols. en 1995 sugirieron que la hiperglicemia era la responsable de la respuesta
empeorada a acetilcolina que observaron en ratas Sprague-Dawley a las que se les infundio
ghicosa de manera continua. Esta idea esta de acuerdo con experimentos en ratas diabéticas
que presentan hiperglicemia y muestran una respuesta empeorada a la relajacion dependiente
de endotelio (Cameron y cols., 1992, Kamata y cols., 1989). Otra explicacion que podria unir
la hiperglicemia con la disfuncion endotelial es el hecho de que la exposicion de las células
endoteliales a altas concentraciones de glucosa da lugar a la produccion de aniones superoxido
que degradan el NO (Giugliano y cols., 1996). En casc de que esta hipotesis fuera cierta, es

decir, la hiperglicemia fuera la causa de la disfuncion endotelial, el hecho de que en nuestro
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trabajo los animales alimentados con la dieta de fructosa no presenten hiperghcemia podria

explicar porque no encontramos alteradas las respuestas vasorrelajantes.
En resumen, la respuesta incrementada a All que se observa en la rata alimentada con
fructosa apoya la idea de que una mayor sensibilidad a este vasoconstrictor sea la causa de las

alteraciones que se observan en estos animales.

Efecto del tratamiento antihipertensivo sobre la reactividad vascular

La respuesta contractil inducida por KC{ tanto en lechos vasculares mesentéricos como
en anillos de aorta de los animales control y de los animales alimentados con la dieta de
fructosa no se vio modificada por ninguno de los tratamientos antihipertensivos utilizados en el

presente experimento.

El tratamiento con losartan eliminé la respuesta constrictora a All en lechos vasculares
mesentéricos de ambos grupos de animales. Asimismo atenud significativamente dicha
respuesta, aunque sin eliminarla totalmente, en los anillos de aorta de los animales alimentados
con la dieta de fructosa. De forma similar, el tratamiento cronico con losartan en ia SHR
durante doce semanas produio una disminucion significativa de la respuesta a All (Rodrigo y
cols., 1997). Estos resultados sugieren la posibilidad de una regulacion a la baja o regulacion
negativa de los receptores AT, inducida por la administracion de losartan. El hecho de que
losartan actue de diferente forma en los dos territorios vasculares estudiados puede ser debida
a que su accion supresora sobre los receptores AT; sea mas potente en los lechos vasculares

mesentéricos que en los anillos de aorta.

El tratamiento con quinapril produjo un incremento en la respuesta a All en los anillos
de aorta de los animales control. Este hecho podria interpretarse como un mecanismo de
regulacion fisiologico para compensar la caida en los niveles de AIl circulantes inducida por
este inhibidor de la ECA que mediante el bloqueo continuado de la conversion de Al a All,

produciria un incremento en el nimero de receptores 0 en la afinidad a su ligando, All, para
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poder responder asi mas eficazmente ante la menor disponibilidad de AIL. De esta forma, la
adicion exogena de este vasoconstrictor a los anillos de aorta da lugar a que se observe una
respuesta exagerada a AIl. Wilson y cols. en 1988 observaron que las respuestas vasculares
renales a All se presentaron incrementadas tras el tratamiento cronico con captopril de ratas
SHR. Estos autores sugirieron la existencia de una mayor afinidad del receptor de angiotensina
por la union a su ligando. En el grupo de animales alimentados con la dieta de fructosa, que
recibieron el tratamiento de quinapril, este mecanismo de regulacion positiva no parece tener
lugar ya que no fue capaz de incrementar, ain mas, la respuesta a All puesto que dicha
respuesta ya se encontraba estimulada en este grupo de animales. Como se ha discutido en el
presente trabajo, el tratamiento con quinapril normalizé los valores de presion arterial, asi
como mejoro la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia. El hecho de que la adicion
exogena de All en los anillos de aorta presente una respuesta incrementada no significa que
dicho tratamiento, al bloquear la ECA, no reduzca la sintesis de All, produciéndose la mejora
en 1a resistencia a la insulina y la disminucion de los valores de presion arterial que se observan

en los animales alimentados con la dieta de fructosa.

El tratamiento con diltiazem, también disminuyd la respuesta incrementada al
vasoconstrictor All en los anillos de aorta de las ratas alimentadas con fructosa. A su vez, el
tratamiento con diltiazem también disminuyé la respuesta a All en los lechos vasculares
mesentéricos de los animales del grupo control. Este hecho, como se dijo en la pagina 146 de
la presente discusion, puede ser debido a que los bloqueantes de los canales de calcio reducen

la vasoconstriccion mediada por ATl (Millar 1983).

El tratamiento con losartan redujo la respuesta a fenilefrina en los lechos vasculares
mesentéricos de ambos grupos de animales, sin modificar dicha respuesta en los anillos de
aorta. Este resultado sugiere que en los lechos vasculares mesentéricos, al menos, parte de los
efectos vasoconstrictores de las catecolaminas podrian estar mediadas por la AIL Qiu y cols en
1994, mostraron que losartan reducia la disminucion en el diametro y ¢l fluyjo inducido por
fenilefrina en arterias mesentéricas de ratas SHR y de ratas Wistar-Kyoto. Nuestros

experimentos muestran que ¢l tratamiento con diltiazem redujo la respuesta contractil a
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fenilefrina en los anillos de aorta del grupo de animales alimentados con la dieta control.
Asimismo, en el grupo de animales alimentados con la dieta de fructosa que recibieron el
tratamiento de diltiazem la respuesta a fenilefrina se mostro disminuida aunque no
significativamente respecto del grupo de animaies alimentados con fructosa que no recibieron
este tratamiento. Wanstall y cols., en 1988 observaron que diltiazem disminuia la contraccion
maxima a noradrenalina en aorta de ratas Wistar. Estos resultados indican que la contraccion a
fenilefrina puede estar mediada, al menos en parte, por un incremento en la afluencia de calcio
extracelular. Asi, la reduccion de la contraccion a fenilefrina inducida por el bloqueante de los
canales de calcio, diltiazem, se podria explicar por su capacidad de bloquear la entrada de
calcio a las células del muasculo liso vascular. El hecho de que diltiazem no produzca una
disminucion significativa en la respuesta a fenilefrina en el grupo de animales alimentados con
la dieta de fructosa, puede ser debido a que dicha respuesta, en el grupo de animales
alimentados con este tipo de dieta , se encontr¢ ligeramente reducida respecto a la del grupo
de animales control. Ninguno de los tres tratamientos antihipertensivos modifico el incremento
observado en la respuesta a fenilefrina el los anillos de aorta tratados con L-NAME o sin

endotelio de ambos grupos de animales.

La respuesta contractil a ET-1 se encontré significativamente disminuida en los lechos
vasculares mesentéricos de los animales alimentados con la dieta control o fructosa que
recibieron el tratamiento de losartan. Sin embargo, los tratamientos de quinapril o diltiazem no
modificaron dicha respuesta. Asimismo, en los anillos de aorta de ambos grupos de animales,
ninguno de los tratamientos produjo modificaciones en la respuesta al vasoconstrictor ET-1.
Maeso y cols. en 1997 observaron que losartan atenud la respuesta a ET-1 en anillos de aorta
de SHR sugiriendo que la AIl enddégena participa en los efectos contrictiles de este
vasoconstrictor dependiente de endotelio. El hecho de que en nuestros resultados losartan
disminuya la respuesta a ET-1 y a fenilefrina, como explicamos anteriormente, en los lechos
vasculares mesentéricos y no en los anillos de aorta de estos animales, podria deberse a que el
lecho vascular mesentérico de estos animales es mas sensible a la accion supresora de losartan

sobre los AT que los anillos de aorta.
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Ninguno de los tres tratamientos modifico las respuestas vasorrelajantes tanto de
acetilcolina como a nitroprusiato sodico en los dos tipos de territorios vasculares de ambos
grupos de animales. Tal como explicamos en el apartado anterior, la alimentacion con fructosa
no modifico ninguna de estas respuestas, por tanto, parece logico pensar que dichos
tratamientos no produzcan modificaciones sobre la respuesta vasodilatadora, tanto en lechos

vasculares mesentéricos como en anillos de aorta, cuando ésta no se encuentra alterada.
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Conclusiones

1.-  La administracion de una dieta rica en fructosa en ratas normotensas durante cuatro
semanas reproduce experimentalmente la mayoria de las alteraciones (hipertension leve,
hiperinsulinismo, resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia) observadas en el sindrome X

metabolico humano.

2.- La administracion de dicha dieta produce un incremento de la sensibilidad a la

angiotensina IT en vasos de conduccion pero no en vasos de resistencia.

3.- La inlibicion de la sintesis de la angiotensina 11 o de sus acciones previene el desarrollo
de las alteraciones presoras, metabolicas (excepto la hipertrigliceridemia) y vasculares
observadas en la rata alimentada con fructosa. Esto indica el importante papel que juega la

angiotensina 11 en las alteraciones que presenta este modelo experimental.
4.-  El aumento de calcio intracelular a través de los canales dependientes de voltaje tipo L

parece ser el mecanismo que produce la mayoria de las alteraciones observadas en la rata

alimentada con fructosa.
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