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Resumen



Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte tanto en
paises desarrollados como en los que estan en vias de desarrollo. Se estima que cada
afio 17,9 millones de personas mueren debido a este grupo de enfermedades. Por ello,
su control y tratamiento suponen un desafio para la sociedad actual, ya que la mortalidad
y las comorbilidades asociadas a estas enfermedades requieren de una elevada
atencion primaria, presentan una alta tasa de admisiones hospitalarias y elevadas ratios
de mortalidad, generando asi una alta carga socio-econdémica.

La eficacia cada vez mayor de las terapias antitumorales ha mejorado las cifras
de mortalidad por cancer, sin embargo, ha puesto de manifiesto efectos del tratamiento
del cancer que se manifiestan clinicamente afios o décadas después del fin de la terapia
antitumoral. Asi hoy, las enfermedades cardiovasculares se han convertido en la
segunda causa de muerte en pacientes que han superado la enfermedad. Las
complicaciones cardiovasculares dependen del propio antitumoral, de la dosis
administrada en cada ciclo, de la dosis acumulada total, de la terapia combinada, o de
la concurrencia de una patologia cardiovascular previa, entre otros. En la actualidad, el
conocimiento, tratamiento y prevencién de estas complicaciones cardiovasculares
causadas por farmacos antitumorales suponen un nuevo reto en la terapéutica del
cancer.

La Organizacion Mundial de la Salud define el Sindrome Metabdlico (SM) como
un conjunto de factores de riesgo cardiovascular representado por la obesidad central,
las dislipemias, las anormalidades en el metabolismo de la glucosa y la hipertension
arterial. Todo este conjunto de factores esta estrechamente asociado a la aparicion de
enfermedades cardiovasculares. Asi, los individuos que presentan SM tienen mayor
susceptibilidad de sufrir enfermedades cardiovasculares y mayor riesgo de mortalidad,
inclusive sin padecer enfermedades cardiovasculares previas. Los factores genéticos
y/o ambientales, entre los que se encuentra el estilo de vida y la alimentacién no
saludables constituyen importantes factores para el desarrollo de SM.

La respuesta inflamatoria causada por el receptor TLR4 a través de la cadena
de senalizacion MyD88 se ha asociado con la aparicién y desarrollo de muchas
enfermedades en las que la inflamacion tiene un papel central(Di et al., 2016; Dugbartey
et al., 2016; Vazquez-Carballo et al., 2021; Yu Wang et al., 2016a; Yu & Feng, 2018b),
entre ellas las complicaciones cardiovasculares que aparecen con la terapéutica
antitumoral y el SM. Asi, se ha demostrado que el receptor TLR4 juega un papel
importante en el desarrollo de la patogénesis de enfermedades cardiovasculares como
miocarditis, infarto de miocardio, dafio por isquemia-reperfusiéon, fallo cardiaco,
alteraciones en las valvulas aorticas, aterosclerosis e hipertensién, e hipertrofia
cardiaca, participando también en la aparicién y desarrollo de la disfuncion endotelial
que subyace en muchas de estas patologias. Por todo ello, en los ultimos afios se estan
realizando multiples esfuerzos para desarrollar antagonistas de los receptores, TLR, y
concretamente de los receptores TLR4 y sus cadenas de sefalizacion, con el fin de
disefar nuevas herramientas terapéuticas para el tratamiento de estas enfermedades.
Sin embargo, s6lo unos pocos de estos antagonistas estan disponibles para su posible
uso en clinica, ya que la mayoria de los antagonistas o inhibidores no se han evaluado
en estudios clinicos o bien no han pasado esta evaluacién. Estos aspectos hacen que
sea necesario continuar con la busqueda de posibles farmacos que modulen esta diana
farmacologia y constituyan la base para el desarrollo de nuevos tratamientos



prometedores, reduciendo la polifarmacia y repercutiendo probablemente en el uso de
medicamentos en numerosas patologias.

Por todo lo expuesto anteriormente, los objetivos principales de esta Tesis
Doctoral han sido:

1) Evaluar la existencia complicaciones cardiovasculares y renales en dos
modelos experimentales: administracion crénica de Cisplatino y SM por dieta; 2) Evaluar
si la modificacion de la expresion de receptores TLR4 y/o su proteina de sefializacion
MyD88, asi como la expresion de NLRP3 puede estar involucrada en las alteraciones
cardiovasculares y renales inducidas en los dos modelos experimentales senalados; 3)
Evaluar si la modulacion de los receptores TLR4, con un farmaco antagonista TLR4 de
nueva sintesis, TLR4-PA1, puede mejorar las alteraciones cardiovasculares y renales
inducidas en los dos modelos experimentales sefialados.

Para ello, se han llevado a cabo dos modelos experimentales: a) modelo de
administracién cronica de dos dosis de Cisplatino, 2 mg/Kg y 3 mg/Kg, con pauta
semanal de administracion durante 5 semanas, b) modelo de SM por dieta, alimentando
a los animales durante 20 semanas con una dieta hipercalérica e hipergrasa. En estos
modelos se han evaluado la presion arterial y frecuencia cardiaca de los animales, la
funcioén cardiaca basal, la reactividad vascular, asi como la funcién renal. Ademas, se
ha analizado el estado de estrés oxidativo, el estado inflamatorio, asi como cuando
correspondia, las alteraciones en el comportamiento alimentario, parametros
antropométricos y metabolismo glucidico y lipidico. Finalmente se ha evaluado también
la expresion de proteinas del eje TLR4/MyD88/NLRP3 a nivel cardiaco, vascular y renal.
Por ultimo, en ambos modelos experimentales se ha llevado a cabo un tratamiento
durante 2 semanas con un antagonista de receptores TLR4, TRR4-PA1, a la dosis de
10 mg/Kg, analizando de nuevo todos los parametros mencionados anteriormente en
los animales.

Los principales resultados de esta Tesis Doctoral son:

1. Los resultados obtenidos en el modelo de administracion cronica de cisplatino
demuestran que el tratamiento con este antitumoral ocasiona alteraciones
cardiovasculares, dosis-dependientes, que afectan de manera diferente a los
distintos territorios cardiovasculares. La toxicidad vascular y renal se inicia a dosis
mas bajas que las alteraciones cardiacas o sistémicas, y afecta en mayor medida a
los vasos de conductancia que a los de resistencia. Cuando el antitumoral se
administra a dosis elevadas, la toxicidad vascular se agrava, se produce una
disfuncion ventricular izquierda y se ocasionan cambios en la presion arterial. Por
otra parte, el tratamiento crénico con este antitumoral provoca una situacion de
estrés oxidativo generalizado, asi como un aumento en los niveles plasmaticos de
algunas citoquinas proinflamatorias compatible con un estado de inflamacién de bajo
grado. Por ultimo, los resultados obtenidos sefalan que el tratamiento crénico con
cisplatino provoca cambios en la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 a nivel
cardiovascular y renal. El eje TLR4/MyD88/NLRP3 parece jugar un papel mas
importante en el desarrollo de la toxicidad renal que, en la toxicidad cardiovascular,
siendo la expresion de NLRP3 la mas afectada en todos los tejidos analizados. Estos
cambios se correlacionan con las alteraciones funcionales cardiovasculares y
renales desencadenadas por el tratamiento crénico con cisplatino. El tratamiento con



el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, mejora las alteraciones
cardiovasculares provocadas por el tratamiento con cisplatino, no modificando el
estado generalizado de estrés oxidativo. La modificacion en la expresiéon de TLR4,
MyD88 y NLRP3 no parece estar relacionada con su efecto vascular, pero la
disminucion en la expresién de NLRP3 a nivel cardiaco y la de TLR4 y NLRP3 a
nivel renal si podrian relacionarse con la mejora en la funcion de estos tejidos.

2. En el modelo de SM por dieta, los animales han desarrollado los principales factores
que caracterizan esta patologia metabdlica: obesidad central, dislipemias y
alteraciones en el metabolismo de la glucosa. Sin embargo, los animales con SM
por dieta no han desarrollado hipertension, sino todo lo contrario, una hipotension
que podria ser debida a la neuropatia autondémica cardiovascular que se desarrolla
en las etapas iniciales de esta patologia. Ademas, los resultados de este modelo
experimental indican también que las alteraciones a nivel vascular son previas a las
alteraciones cardiacas, siendo los vasos de resistencia los que se afectan en primer
lugar, desarrollando una disfuncién endotelial. El dafio renal en este modelo también
se desarrolla desde etapas tempranas y antes que las alteraciones cardiovasculares
sean generalizadas. Por otra parte, este modelo también ha reproducido el estado
de estrés oxidativo generalizado en los animales, asi como un aumento en los
niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatorias compatible con un estado de
inflamacion de bajo grado. Por ultimo, los resultados obtenidos sefialan que en las
etapas iniciales de dafio cardiovascular y renal en el modelo de SM por dieta no hay
grandes alteraciones en la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3, siendo los vasos
de conductancia los primeros tejidos en los que se aprecian estas modificaciones.
El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, es capaz de
mejorar las alteraciones metabdlicas, cardiovasculares y renales provocadas por el
SM inducido por dieta, disminuyendo también el estado generalizado de estrés
oxidativo en los animales. Este antagonista, no parece tener efectos importantes
sobre la expresién de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el tejido cardiovascular, pero si
ocasiona cambios en la expresion de MyD88 y NLRP3 a nivel renal que requieren
un estudio mas profundo para identificar su implicacién en las complicaciones
renales en este modelo experimental.

Podemos concluir que los resultados de esta Tesis Doctoral muestran la
existencia de alteraciones cardiovasculares tanto tras la administracion cronica de
cisplatino como tras el desarrollo de SM por dieta desde sus etapas iniciales, y que estas
alteraciones cardiovasculares no aparecen todas a la vez y afectan de forma distinta a
los diferentes territorios. Ademas, en el desarrollo de estas alteraciones estan
involucrados tanto el estrés oxidativo como la inflamacion de bajo grado que subyace
en ambos modelos. Sin embargo, la implicacién en el desarrollo de las alteraciones
cardiovasculares, de la activacion del eje TLR4/MyD88/NLRP3 es diferente en ambos
modelos, siendo mas importante en el caso del modelo de cisplatino. El tratamiento con
el antagonista TLR4-PA1 es capaz de corregir las alteraciones cardiovasculares en los
dos modelos experimentales desarrollados, pero los mecanismos por los que este
antagonista ejerce este sus efectos también son diferentes en ambos modelos
experimentales.



1. Introduccion



Introduccion

1.1. Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular comprende el corazén, el sistema arterial y el sistema
venoso. Se trata de un circuito doble cerrado, con un sistema de células endoteliales
que coordinan su funcionamiento.

El principal objetivo del sistema cardiovascular es transportar la sangre y los
nutrientes a los tejidos, llevando la sangre desde el corazdn hasta los capilares arteriales
que irrigan los organos. Posteriormente, el sistema cardiovascular también es el
encargado de evacuar los desechos celulares (CO,, lactatos) de los tejidos, desde los
capilares venosos hasta el corazon. Por otra parte, el sistema cardiovascular también
estd implicado en la regulaciéon de la temperatura corporal, del pH sanguineo, del
volumen de agua o de los niveles de sales minerales en el organismo, entre otros (Barral
& Croibier, 2011; Schultz & Bader, 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema cardiovascular se puede
subdividir en dos grandes partes: el corazon y el arbol vascular. El corazén es un érgano
que bombea la sangre a través de los vasos sanguineos a todo el cuerpo. La parte
izquierda del corazén impulsa la sangre a alta presion a través de los vasos sanguineos
al todo el organismo, mientras que la parte derecha bombea la sangre a baja presion a
través de los vasos sanguineos a los pulmones (Barral & Croibier, 2011; Schultz &
Bader, 2017). Estos dos circuitos forman, como se ha comentado, un sistema
circulatorio doble: la circulacién pulmonar y la circulacién sistémica. La circulacion
pulmonar lleva la sangre a los pulmones para que se oxigene, mientras que la
circulacion sistémica distribuye la sangre oxigenada a los tejidos del cuerpo a través de
la aorta y sus ramificaciones.

Dado que los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral se llevan a cabo
en corazén y arterias de la circulacion sistémica, a continuacion, se desarrolla con mas
detalle la estructura y funcién cardiaca y el sistema arterial.

1.1.1.Estructura y funcion cardiaca

El corazon esta situado entre los pulmones, en el espacio mediastinico de la
cavidad intratoracica, en un saco denominado pericardio. Esta sostenido por los grandes
vasos Y tiene una disposicién oblicua, con su cara mas ancha hacia arriba y su punta
hacia abajo adelante y a la izquierda. La pared del corazdn esta constituida por un
epicarpio externo; el miocardio o capa muscular, y el endocardio que tapiza las camaras
cardiacas. Los tabiques interauricular e interventricular dividen al corazén en una bomba
derecha y una bomba izquierda, cada una compuesta por dos cavidades musculares:
una auricula de pared delgada que funciona como reservorio de la sangre que ingresa
en el corazon; y un ventriculo de pared gruesa que bombea la sangre fuera del corazén
(Grossman & Porth, 2014; Silverthorn, 2019).

El pericardio forma una cubierta fibrosa alrededor del corazén y mantiene su
posicion fija en el torax, constituyendo una proteccion fisica y una barrera contra las
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infecciones. Esta formado por una capa externa fibrosa y una capa serosa interna
delgada (Grossman & Porth, 2014; Silverthorn, 2019).

El miocardio o porcion muscular del corazon forma la pared de las auriculas y
los ventriculos. Las fibras musculares del corazén, conocidas como miocitos cardiacos,
se organizan en estructuras llamadas sarcomeros. En estos sarcémeros, se encuentran
filamentos gruesos, principalmente miosina, y filamentos finos y proteinas reguladoras,
principalmente actina. La contraccion del corazén ocurre cuando los filamentos de
miosina atraen los filamentos de actina adyacentes hacia el centro, lo que causa una
reduccion en la longitud de los sarcémeros y, por ende, una contraccion colectiva de los
miocitos. Las fibras musculares esqueléticas cardiacas estan dispuestas con un
enrejado intercomunicado en el que las fibras se dividen se recombinan y se vuelven a
dividir. Estas fibras estan separadas de otras células musculares cardiacas por
estructuras densas denominadas discos intercalados. La matriz extracelular del musculo
cardiaco esta formada por tejido conectivo laxo que contiene numerosos capilares que
mantienen las funciones de las células musculares contractiles (Grossman & Porth,
2014; Silverthorn, 2019).

Endocardio: Es una capa interna delgada que recubre todas las cavidades del
corazén y se encuentra en continuidad con el endotelio de los vasos. Esta membrana
permite que la sangre circule con fluidez por el interior del corazén. Esta compuesta por
tres capas: la capa mas interna constituida por células endoteliales lisas, sostenidas por
una capa delgada de tejido conectivo; la capa media formada por tejido conectivo y
fibras elasticas y, la capa externa con células conectivas dispuestas de forma irregular
que contienen vasos sanguineos y ramas del sistema de conduccion cardiaco
(Grossman & Porth, 2014; Silverthorn, 2019).

Ademas, el corazén posee cuatro valvulas que permiten su buen funcionamiento:
mitral, tricuspide, pulmonar y aortica. Estas valvulas son las encargadas de mantener el
flujo unidireccional de sangre. La funcion valvular depende de la movilidad, la flexibilidad
y la integridad estructural de estas valvulas. Las valvulas cardiacas estan revestidas de
endotelio y comparten una arquitectura similar en tres capas (Barral & Croibier, 2011;
Drewnowski & Shultz, 2001): un nucleo de colageno denso, en la superficie de flujo de
salida, conectado a las estructuras de soporte valvulares; un nucleo central de tejido
conjuntivo laxo; una caparica en elastina, en la superficie del flujo de entrada (Grossman
& Porth, 2014; Silverthorn, 2019).
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llustracién 1: Estructura del corazén. Modificada de BioRender.com.

Sistema de conduccion cardiaca: El corazén es un érgano autbnomo capaz de
contraerse de manera ritmica y espontanea sin necesidad de estimulo externo del
sistema nervioso. Por ello, la sefal para la contraccion del miocardio no proviene del
sistema nervioso sino de células miocardicas especializadas conocidas como células
autoarritmicas o marcapasos, que regulan la frecuencia del latido cardiaco. Desde el
punto de vista anatdmico son distintas de las células contractiles ya que son mas
pequenas y no contienen sarcomeros organizados, por lo que no contribuyen a la fuerza
contractil del corazon. Ademas de estas células autoarritmicas, el sistema de
conduccion cardiaco esta constituido por cuatro estructuras principales en las que se
genera y transmite el estimulo eléctrico que permite la contraccion cardiaca. Estas
estructuras son: el nodo sinusal, el nodo auriculoventricular (nodo AV), el haz de His y
las fibras de Purkinje (Grossman & Porth, 2014, Silverthorn, 2019).

Como se ha mencionado anteriormente, la circulacion sistémica se inicia en la
parte izquierda del corazén con el bombeo de la sangre desde el ventriculo izquierdo
hacia la aorta. En el ventriculo izquierdo, se genera una eficaz onda coordinada de
contraccién para impulsar la sangre, gracias a que en esta camara cardiaca los miocitos
estan dispuestos en sentido circunferencial, con una orientacion en espiral que ayuda a
generar una onda coordinada de contraccion, que se extiende desde la punta hasta la
base del corazén (Barral & Croibier, 2011; Schultz & Bader, 2017). La contraccion
depende de la propagacién de los impulsos eléctricos que comienzan en el nodo
sinoauricular, que es el marcapasos del corazén. Desde aqui, se transmiten los impulsos
eléctricos generados a través de fibras internodales hasta el nodo AV, localizado cerca
del suelo de la auricula derecha. Desde el nodo AV, la despolarizaciéon se mueve hacia
los ventriculos con suma rapidez por el haz de His en el tabique interventricular, para
continuar por las ramas izquierda y derecha de este haz hasta el vértice del corazén. En
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este vértice, las fibras de Purkinje son mas pequefas y se extienden hacia afuera entre
las células contractiles. Las fibras de Purkinje trasmiten impulsos con mucha rapidez,
de manera que todas las células contractiles del vértice se contraen de manera casi
simultanea (Kumar et al., 2021; Schultz & Bader, 2017).

Como se ha podido deducir de los parrafos anteriores, la contraccion ritmica del
corazon requiere una estrecha coordinacion entre el sistema contractil del corazon y el
sistema de conduccion eléctrica del mismo. Esta coordinacién es necesaria para que
los miocitos cardiacos se contraigan en el momento adecuado y en el orden correcto. El
sistema de conduccion eléctrica del corazén es responsable de propagar los impulsos
eléctricos a través de los miocitos excitadores y conductores, los cuales regulan la
frecuencia y el ritmo cardiacos. Ademas, la contraccién coordinada de los miocitos
cardiacos también depende de uniones intercelulares especializadas que permiten el
acoplamiento mecanico y eléctrico célula a célula, lo que asegura que las células del
corazon se contraigan de manera sincronizada (Barral & Croibier, 2011; Kumar et al.,
2021; Schultz & Bader, 2017).

La frecuencia de los impulsos eléctricos que viajan a través del sistema de
conduccion del corazon puede ser afectada por diferentes factores. Por ejemplo, el
Sistema Nervioso Autdonomo (SNA) puede aumentar la frecuencia cardiaca en cuestion
de segundos, lo que es importante para responder a una mayor demanda de oxigeno
por parte del cuerpo. Ademas, los agentes adrenérgicos, la hipoxia y la concentracion
de potasio también pueden influir en la frecuencia de los impulsos eléctricos (Barral &
Croibier, 2011; Kumar et al., 2021; Schultz & Bader, 2017). Los responsables de estos
cambios son los nervios cardiacos eferentes, simpaticos y parasimpaticos. Las fibras
simpaticas cardiacas derivan de sistema simpatico cervical. Este sistema esta en
contacto con el corazon a través de tres pares de nervios cardiacos: superior, medio e
inferior (izquierdo y derecho). Después de su paso por el plexo cardiaco, las fibras
simpaticas se distribuyen a todos los nodos y tejido miocardico, inervando todas las
regiones del corazén: nodo sinoauricular, nodo AV, miocardio auricular y ventricular
(particularmente el izquierdo) y las arterias coronarias (Barral & Croibier, 2011). La
actividad de las fibras simpaticas postganglionares esta mediada por el neurotransmisor
noradrenalina, que interactua con los adrenoreceptores de tipo B4, que representan el
80% de todos los receptores cardiacos. La estimulacion de estos receptores
adrenérgicos ocasiona: un aumento del gasto cardiaco, un aumento de la frecuencia
cardiaca, un aumento de la contraccion ventricular, aumento del tono cardiaco y
vascular, un aumento de la velocidad de relajacion del musculo cardiaco tras su
contraccion y, un aumento de la excitabilidad cardiaca (Barral & Croibier, 2011). En el
caso de las fibras parasimpaticas, éstas inervan el nddulo sinoauricular, el nédulo AV y
el miocardio auricular, mientras que no hay inervacién parasimpatica en los ventriculos.
El principal neurotransmisor de las fibras postganglionares parasimpaticas es la
acetilcolina, y los receptores cardiacos para la acetilcolina son de tipo muscarinico. A
diferencia del sistema simpatico, los efectos del sistema parasimpatico son opuestos y
mucho mas limitados (Barral & Croibier, 2011). La estimulacion del sistema
parasimpatico a nivel cardiaco produce: disminucion de la frecuencia cardiaca, a través
de las fibras vagales, disminucion de la conduccion cardiaca y reduccion de la fuerza de
contraccion del corazon.
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llustracién 2: Inervacién autonémica del corazén. Tomada y modificada de Barral & Croibier, 2011.

Por ultimo, para que los miocitos del corazén obtengan la energia necesaria para
su funcionamiento, dependen principalmente del proceso de fosforilacion oxidativa, que
se lleva a cabo en las mitocondrias. Debido a esta alta demanda energética, el corazén
necesita un suministro constante de sangre oxigenada para funcionar correctamente.
Este suministro se realiza a través de las arterias coronarias, que se originan
inmediatamente después de la valvula adrtica. Estas arterias discurren en la superficie
del corazon (arterias pericardicas) y luego penetran en el tejido del miocardio,
ramificandose en arteriolas que forman una red vascular muy densa (arterias
intramurales) que rodea cada miocito con alrededor de tres capilares. La circulacion
sanguinea en el corazon ocurre durante la diastole ventricular, cuando el corazon se
relaja y la microcirculacion no esta comprimida por la contraccién del corazén (Barral &
Croibier, 2011; Schultz & Bader, 2017).

1.1.2.Estructura y funcion de las arterias

La principal funcion del arbol arterial es distribuir la sangre procedente del
corazén a los érganos del cuerpo. Dado que el volumen del sistema cardiovascular es
mucho mayor que el volumen de sangre que hay en el cuerpo humano, el cuerpo recibe
informacion de donde es necesaria mas sangre en determinados momentos, por lo que
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el arbol arterial responde mediante la dilatacion (vasodilatacion) o contraccion
(vasoconstriccion) especifica de los vasos sanguineos para que la sangre llegue al punto
necesario (Schultz & Bader, 2017).

Aunque, la arquitectura general y la composicion celular de los vasos sanguineos
son similares en todo el aparato cardiovascular, se observan diversas especializaciones
que reflejan diferencias funcionales por cada tipo de vaso. De hecho, esta estructura
puede diferir incluso entre vasos del mismo tipo (Barral & Croibier, 2011; Kumar et al.,
2015).

Las arterias, se diferencian en tres tipos, segun su tamafo y sus caracteristicas
estructurales:

- Arterias grandes, elasticas 0 de conductancia: que comprenden la aorta, sus
ramas principales (el tronco braquiocefalico y las arterias subclavia, carétida
primitiva e iliaca) y las arterias pulmonares.

- Arterias de tamafio medio, musculares o de distribucién: Incluyen las ramas
menores de la aorta. Por ejemplo, las arterias coronarias y renales. La principal
funcién de las arterias musculares es la de regular de manera selectiva la
distribucion del flujo sanguineo.

- Arterias pequenas y arteriolas o arterias de resistencia: Su funcion principal es
irrigar los tejidos y 6rganos mediante la dilatacion y la contraccion. Cuando se
contraen, la sangre se desvia de los tejidos, y cuando se dilatan el flujo
sanguineo en los capilares locales aumenta considerablemente, produciendo
una perfusion selectiva. Son los principales puntos de resistencia al flujo
sanguineo y pequefias disminuciones en el tamafo de la luz, pueden tener
importantes efectos en la presion arterial.

Los constituyentes basicos de las paredes de las arterias son células
endoteliales y células musculares lisas, entremezcladas con una serie de componentes
de la matriz extracelular, como elastina, colageno y glucosaminoglucanos. La cantidad
relativa y la configuraciéon de estos componentes son diferentes en los distintos puntos
del arbol arterial, en funcion de las adaptaciones locales a las necesidades mecanicas
o metabdlicas.

En las arterias, estos constituyentes se organizan en tres capas concéntricas
(tanicas): intima, media y adventicia (Barral & Croibier, 2011; Kumar et al., 2015).

- Tunica intima: Consta de una sola capa de células endoteliales (endotelio) que
se asientan, de manera longitudinal sobre una membrana basal, situada sobre
una fina capa de matriz extracelular. La tunica intima esta separada de la tunica
media por la lamina elastica interna.

- Tunica media: Presenta una estructura variable en funcion de los requerimientos
funcionales de los vasos.

o En las arterias elasticas, la capa media presenta un alto contenido en
elastina, lo que permite que estos vasos se expandan durante la sistole
y se contraigan durante la diastole, lo que les sirve para propulsar la
sangre hacia los tejidos.

o En las arterias musculares, la capa media estd compuesta
predominantemente por células musculares lisas, orientadas
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circunferencialmente. La contraccién (vasoconstriccion) o relajacion
(vasodilatacion) de las células de musculo liso arterial estan reguladas
por estimulos procedentes del sistema nervioso auténomo y por factores
metabdlicos locales. Estas respuestas modifican el tamafio de la luz vy,
en consecuencia, regulan el flujo sanguineo regional y la presion arterial.

o En las arterias de resistencia que desembocan en los lechos capilares
que irrigan los tejidos constan de una sola capa de células musculares
lisas, alrededor del endotelio en espiral, mientras que las mas grandes
estan dotadas de tres tunicas. En todos los tipos de arteriolas, la
adventicia es muy reducida.

- Tunica adventicia: Esta capa se situa en el exterior de la media y, en muchas
arterias, esta separada de ella por una lamina elastica externa bien definida. La
tunica adventicia esta formada por tejido conjuntivo laxo, que contiene fibras
nerviosas y vasos vasculares, vasa vasorum, que son pequefias arteriolas
responsables del aporte a la parte externa de la media de las grandes arterias
de oxigeno y nutrientes (Kumar et al., 2015).
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llustracion 3: Estructura basica de la pared arterial. Modificada de BioRender.com

Como se ha comentado anteriormente, las células endoteliales y las células
musculares lisas son los componentes principales de los vasos sanguineos que
participan en su funcionamiento.

Las células endoteliales forman un revestimiento especializado en el interior
de los vasos sanguineos, conocido como endotelio. Estas células tienen funciones
esenciales para mantener el equilibrio y funcion del sistema circulatorio. Mantienen la
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sangre en estado liquido, regulan la resistencia vascular, metabolizan hormonas y
regulan la inflamacion. También tienen la capacidad de ajustar sus funciones en
respuesta a diferentes estimulos, lo que se llama activacion endotelial. Esta activacion
puede ser inducida por varios factores, como citoquinas, productos bacterianos, virus,
hipoxia, tension hemodinamica y productos finales de la glicacién avanzada. (Kriger-
Genge et al., 2019; Kumar et al., 2021). Asi, las células endoteliales, en funcion del
estimulo recibido, influyen en la vasorreactividad de las células musculares lisas
subyacentes, mediante la sintesis de factores vasodilatadores (6xido nitrico) o
vasoconstrictores (endotelina). Por otra parte, las células endoteliales también expresan
otros productos biolégicamente activos como, citoquinas, moléculas de adhesion,
factores de crecimiento, factores procoagulantes y anticoagulantes (Kumar et al., 2021).

Las células musculares lisas vasculares son el elemento celular
predominante en la tunica media de los vasos y, a partir de los estimulos recibidos desde
el sistema nervioso y las células endoteliales, regulan el flujo sanguineo corporal y la
presion arterial, a través de su contraccion y relajacion. También desempefian funciones
en la reparacion vascular, a través de la sintesis de colageno, elastina, proteoglucanos
y factores de crecimiento. Estan también involucradas en la respuesta inflamatoria del
sistema circulatorio mediante la sintesis de citoquinas. En algunos casos las células
musculares lisas pueden migrar y proliferar en la capa interna de los vasos sanguineos,
lo que contribuye a la formacion de placas de ateroma (Kumar et al., 2021).

1.2. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte tanto en
paises desarrollados como en los que estan en vias de desarrollo (Pavillard et al., 2018;
Sjogren et al., 2015). Se estima que cada afo 17,9 millones de personas mueren debido
a este grupo de enfermedades que abarcan el corazdn y los vasos sanguineos
(Organizacion mundial de la Salud (OMS), 2023). Ademas, se espera que en 2030 la
mortalidad debida a estas enfermedades aumente hasta los 23,6 millones de personas
(Sjogren et al., 2015). Por ello, su control y tratamiento suponen un desafio para la
sociedad actual, ya que la mortalidad y las comorbilidades asociadas a estas
enfermedades requieren de una elevada atencion primaria, presentan una alta tasa de
admisiones hospitalarias y elevadas ratios de mortalidad, generando asi una alta carga
socio-econémica (Flora & Nayak, 2019; Frantz et al., 2018).

El desarrollo de enfermedades cardiovasculares esta asociado a variables que
suponen factores de riesgo para su desarrollo. Asi, una dieta rica en grasas saturadas,
cereales refinados, y bajo consumo de frutas, verduras y fibra, consumo de tabaco y un
consumo elevado de alcohol, predisponen al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (Diab et al., 2023). Es importante mencionar que la prevalencia de la
mayoria de las alteraciones cardiovasculares aumenta con cada década de edad, en
consecuencia, a medida que la poblacién envejece, las alteraciones cardiovasculares
también aumentan (Mazurek & Jessup, 2017).

El término enfermedades cardiovasculares hace referencia a todo el conjunto de
enfermedades que involucran a los vasos sanguineos y el corazdon. Entre estas
enfermedades se incluyen: isquemia cardiaca, enfermedad coronaria, enfermedad
cerebrovascular, enfermedad arterial periférica, enfermedades cardiacas congénitas,
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trombosis venosas y embolismo pulmonar, entre otras (Haybar et al., 2019; Sjégren et
al., 2015).

La mayoria de las alteraciones cardiovasculares son consecuencia de una

interaccion compleja de factores genéticos y ambientales que ocasionan alteraciones
en la funcién tanto del corazén como de los vasos sanguineos.

Entre los diferentes mecanismos involucrados en el desarrollo de alteraciones

cardiacas que pueden desencadenar complicaciones cardiovasculares se han descrito
los siguientes (Kumar et al., 2021):

Insuficiencia en el bombeo: se puede producir dos situaciones: a) cuando el
miocardio se contrae débilmente durante la sistole, con lo que el gasto cardiaco
es inadecuado; b) cuando el miocardio no se relaja lo suficiente para permitir el
llenado ventricular correcto.

Obstruccioén del flujo: aparecen lesiones que pueden obstruir el flujo a través de
un vaso, que impiden la apertura de las valvulas o que, por diversos medios,
elevan la presion de la cavidad ventricular.

Regurgitacion del flujo: una parte del volumen expulsado en cada contraccion
retrocede a través de una valvula disfuncional, anadiendo sobrecarga de
volumen a las auriculas o ventriculos afectados.

Flujo derivado: la sangre es desviada de una parte del corazén a otra, a través
de comunicaciones congénitas o adquiridas.

Trastornos de la conduccion cardiaca: las alteraciones de la conduccion o las
arritmias debidas a descoordinacién en la generacion o transmisién de impulsos
provocan contracciones miocardicas no uniformes e ineficaces, potencialmente
mortales.

Rotura del corazén o un gran vaso: en estas circunstancias, se produce una
exanguinacién masiva a cavidades corporales o al exterior.

Por otra parte, los mecanismos basicos de las patologias vasculares que pueden

desencadenar alteraciones cardiovasculares son:

El estrechamiento u obstruccion completa de la luz vascular, ya sea esta
obstruccién de caracter progresivo (aterosclerosis) o de naturaleza repentina
(trombosis o embolia).

El debilitamiento de las paredes vasculares que causa dilatacion o rotura.

La existencia de una disfuncién endotelial.

Dado que, en esta Tesis Doctoral, los mecanismos mas relacionados con las

alteraciones cardiovasculares encontradas son los que afectan al funcionamiento del
ventriculo izquierdo, a alteraciones en el funcionamiento vascular y al control por el
sistema nervioso autbnomo del sistema cardiovascular, se explicaran, a continuacion,
con mayor profundidad los mecanismos establecidos en la insuficiencia cardiaca,
aterosclerosis y la disfuncion endotelial y la neuropatia autonémica cardiovascular.

1.2.1.Insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca, también conocida como insuficiencia cardiaca

congestiva, es un trastorno comun, que afecta a 20 millones de personas mundialmente,
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y se espera que la prevalencia aumente un 25% en el afio 2030. Esta enfermedad se
produce cuando el corazén no es capaz de bombear sangre con una velocidad suficiente
para satisfacer las demandas metabdlicas de los tejidos o cuando solo puede hacerlo
con presiones altas de llenado. Habitualmente, la insuficiencia cardiaca comienza con
una alteracion en la funcién o estructura del miocardio. Esta disfuncién, cardiomiopatia,
puede ser producto de multiples causas, la mayoria de las cuales hoy en dia no se
conocen. Actualmente, se acepta que la insuficiencia cardiaca comienza debido a un
evento en el organismo que produce una disfuncion ventricular y finalmente una
insuficiencia y fallo cardiaco. Este acontecimiento puede deberse a un factor puntual
como un infarto de miocardio o una miocarditis viral, o puede desarrollarse de manera
gradual a lo largo del tiempo como la hipertrofia del ventriculo izquierdo debida los
efectos adversos de un tratamiento farmacologico (Mazurek & Jessup, 2017).

Inicialmente, solo las alteraciones en la contraccion del ventriculo izquierdo se
consideraban relevantes para establecer la diagnosis de la insuficiencia cardiaca. Sin
embargo, hoy en dia se ha observado que la mortalidad entre las personas que sufren
una remodelacién del ventriculo izquierdo vy, tienen la fraccion de eyeccion preservada,
es muy similar a la de la poblacion que tiene la fraccién de eyeccion reducida. En una
revision reciente, se recogen diferentes estudios del papel de la disfuncién endotelial del
lecho coronario y la insuficiencia cardiaca tanto con fraccion preservada como reducida
(Zuchi et al., 2020).

Tras el establecimiento de la insuficiencia cardiaca, se establecen mecanismos
compensatorios que en un principio permiten mantener un adecuado funcionamiento
cardiaco aumentando la frecuencia cardiaca y el volumen de eyeccion, debido a la
disfuncion del ventriculo izquierdo. Especificamente, el sistema nervioso simpatico y las
diferentes rutas neurohumorales (sistema renina-angiotensina-aldosterona, endotelina
y varias citoquinas proinflamatorias) se sobreexpresan para poder establecer estos
mecanismos compensatorios. Sin embargo, esta sobreactivacion neurohormonal
produce efectos negativos, incluyendo la hipertrofia del ventriculo izquierdo y su
remodelacién, una vasoconstriccion excesiva y edema pulmonar, que aumentan la
velocidad de progresion de la insuficiencia. En esta situacién, los niveles de péptidos
enddgenos vasodilatadores, prostaglandinas y 6xido nitrico estan aumentados, para
contrarrestar los efectos vasoconstrictores, pero suelen ser insuficientes. Otras
alteraciones que se observan son: sefalizacion intercelular incorrecta, aumento de la
apoptosis de miocitos, fibrosis, necrosis e inflamacion (Kumar et al., 2021; Mazurek &
Jessup, 2017).

1.2.2.Aterosclerosis y disfuncion endotelial

Como se ha comentado anteriormente, las enfermedades cardiovasculares
pueden estar causadas o involucrar alteraciones a nivel de los vasos sanguineos. Los
dafos vasculares que causan las alteraciones cardiovasculares pueden darse tanto a
nivel macro como microvascular, siendo las lesiones arteriales las que revisten mayor
importancia clinica (Daiber et al., 2017; Kumar et al., 2015; Rizzoni et al., 2019).

Por otra parte, se sabe que el funcionamiento integrado de las células
endoteliales y las células musculares lisas, influye de manera directa en el desarrollo de
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los mecanismos vasculares involucrados en las enfermedades cardiovasculares (Kumar
et al., 2015). Asi, dos de los principales procesos del deterioro cardiovascular en las
arterias son la arterioesclerosis y la disfuncion endotelial, siendo el primero
principalmente mediado por cambios estructurales de las arterias y el segundo por
alteraciones en las rutas de transmisién endocrinas (Daiber et al., 2017; Rizzoni et al.,
2019).

El término arterioesclerosis es una denominacion genérica aplicada al
engrosamiento de la pared arterial, con la consiguiente pérdida de elasticidad (Kumar et
al., 2015). La aterosclerosis, es el tipo de arteriosclerosis que se observa con mayor
frecuencia en pacientes. Esta enfermedad es la base de la patogenia de las
enfermedades coronaria, cerebral y vascular periférica, y en el mundo occidental, y una
de las mayores causa de morbimortalidad, superando a la causada por cualquier otro
trastorno (Kumar et al., 2015).

El desarrollo de aterosclerosis esta determinado por una combinacion de
factores de riesgo, tanto hereditarios, como adquiridos por el individuo, y por tanto
modificables, como son el consumo de tabaco, la existencia de hiperlipidemia,
principalmente hipercolesterolemia, la presencia de diabetes mellitus o la presencia de
hipertension, entre otras, aunque en los ultimos afos, también se ha implicado que el
desarrollo de una inflamacion crénica contribuye al inicio y progresion de las lesiones
aterosclerdticas. Si se reunen los factores adecuados, se producen lesiones en la tunica
intima llamadas ateromas, que protuyen hacia la luz vascular. Estos ateromas obstruyen
y alteran el flujo sanguineo. En caso de romperse pueden producir una trombosis
vascular obstructiva, que puede ser de extrema gravedad (Kriger-Genge et al., 2019;
Kumar et al., 2021). Tanto la rigidez arterial como la disfunciéon endotelial juegan un
papel importante en el desarrollo de esta patologia y las consecuentes enfermedades
cardiovasculares asociadas (Kumar et al., 2015; Daiber et al., 2017).

La rigidez arterial juega un papel muy importante en la fisiopatologia del sistema
cardiovascular y en el desarrollo de la aterosclerosis, ya que la homeostasis de la
hemodinamica permite a las arterias grandes, transformar la presion pulsatil y fluir en el
continuo arterial con una minima disipacion de energia en la pared vascular. Ademas,
el correcto funcionamiento arterial, favorece el funcionamiento del ventriculo izquierdo y
reduce su carga de trabajo. Ademas mejora la perfusion diastélica, crucial para la
entrada de sangre en el miocardio, a través de los vasos coronarios (Lacolley et al.,
2017; Rizzoni et al., 2019). La capacidad de las arterias largas para distenderse cuando
almacenan la sangre que sale bombeada del corazén, disminuye a media que aumenta
la presion sanguinea. Esta capacidad de distension, a su vez, depende del grosor
arterial y de la geometria arterial. Durante el envejecimiento vascular, en las arterias de
conductancia se produce un aumento de la rigidez, observandose un aumento del grosor
medio de la tunica intima y un aumento del didametro del lumen. Sin embargo, este
envejecimiento vascular, en el caso de los vasos mas pequefios provoca un aumento
del grosor de la tunica media, lo que produce una disminucién del diametro del lumen.
Este envejecimiento vascular puede ser acelerado debido a multiples mecanismos,
siendo comunes el estrés oxidativo, la inflamacién, la proliferacion de células del
musculo liso o la disfuncién endotelial (Regnault et al., 2021; Rizzoni et al., 2019).

Asi, por ejemplo, el desarrollo de la arteriosclerosis, durante el envejecimiento
vascular contribuye al desarrollo de alteraciones cardiacas. Ademas de aumentar la
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presion sistolica en la aorta, la descompensacion en la reflexion de la Velocidad de Onda
de Pulso aumenta la carga ventricular en la sistole ventricular, lo que puede causar la
remodelacion del ventriculo izquierdo y disfuncion miocardica. Estudios recientes,
parecen indicar que el aumento de la masa del ventriculo izquierdo, que se produce
durante la hipertrofia del mismo, esta estrechamente relacionado con el aumento de la
Velocidad de Onda de Pulso, mas que con la presion arterial media (Miyoshi & Ito, 2021).

Se ha establecido que la disfuncién endotelial tiene un papel muy importante
en el inicio y desarrollo de la ateroesclerosis, debido a que, en la actualidad, la
ateroesclerosis se contempla como una respuesta inflamatoria y de cicatrizacion crénica
de la pared arterial tras una lesion endotelial. La progresion de la lesiébn ocurre por
interaccion de las lipoproteinas modificadas, los macrofagos derivados de monocitos y
los linfocitos T con las células endoteliales y musculares lisas de la pared arterial
(Haybar et al., 2019; Kumar et al., 2021; Zuchi et al., 2020).

El desarrollo de la disfuncién endotelial vascular es un proceso complejo y
multifactorial, que se caracteriza por una alteracion entre las acciones vasoconstrictoras
y vasodilatadoras mediadas por el endotelio. Esto tiene como consecuencia una
reduccion de la vasodilatacién y, por tanto, del flujo sanguineo mediado por ella, asi
como un aumento de la vasoconstriccion en presencia de agonistas muscarinicos como
la acetilcolina, que en condiciones fisioldgicas producirian el efecto contrario. La
disfuncion endotelial también puede causar otros efectos a nivel vascular, incluyendo la
reduccion de las propiedades anticoagulantes, aumento de la expresion de moléculas
de adhesion y un aumento de la liberacion de quimiocinas y citoquinas a nivel endotelial
(Daiber et al., 2017; Kumar et al., 2015; S. Xu et al., 2021; Zuchi et al., 2020). Durante
el desarrollo de la disfuncién endotelial, también se observa un aumento del estrés
oxidativo, la presencia de inflamacién crénica, un aumento de la adhesion de leucocitos,
hiperpermeabilidad y, senescencia de las células endoteliales (Daiber et al., 2017; S. Xu
et al., 2021). Se sabe también que la reduccién en la sintesis 0 el aumento de la
inactivacion del éxido nitrico juega un papel central en el desarrollo de la disfuncion
endotelial (Haybar et al., 2019; Z. Peng et al., 2019; J. B. Su, 2015).

Por otra parte, la disfuncién endotelial también ha sido implicada en el desarrollo
de patologias cardiacas. Asi, en pacientes con insuficiencia cardiaca existe una
disfuncion endotelial en el lecho coronario. Esta disfuncion estd mediada por un
aumento en la formacion de radicales superdxidos y otras especies oxidantes a nivel
vascular. Esta generacion de radicales libres ocurre tanto en el endotelio como en los
miocitos. Estos radicales y sus metabolitos pueden reducir rapidamente los sustratos de
las enzimas que sintetizan 6xido nitrico, produciendo asi una disminucién de la
relajacion mediada por el endotelio. Ademas, pueden interactuar con el éxido nitrico,
produciendo peroxinitrito (ONOO"), que a altas concentraciones en el corazén también
puede producir una alteracion en la contraccién. Es importante senalar también, que la
reduccion de la biodisponibilidad del 6xido nitrico favorece la aparicion de fibroblastos,
miofibroblastos y deposicion de colageno a nivel cardiaco, lo que empeora la funcion a
este nivel (Zuchi et al., 2020).
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1.2.3.Disfuncion autonémica cardiovascular

Como se ha explicado anteriormente en esta Tesis Doctoral, la regulaciéon del
sistema cardiovascular esta controlada por el SNA que ejerce este control de las
funciones biolégicas mediante los sistemas simpatico y parasimpatico

El control auténomo del corazén se lleva a cabo principalmente a través de
impulsos que se transmiten desde el corazéon mediante neuronas aferentes, hasta
neuronas intrinsecas del corazén, ganglios extra-cardiacos intratoracicos, la meédula
espinal y el tallo cerebral. En este ultimo centro del sistema nervioso central se procesan
las sefales para regular la funcion cardiaca a través de nervios simpaticos y
parasimpaticos (vias eferentes). Otro sistema de control de la funcién cardiovascular
incluye los baroreceptores, que se encuentran en la tunica adventicia de la pared adrtica
y el seno carotideo. Estos receptores detectan las fluctuaciones de la presion
sanguinea, para adaptar la misma, asi como la frecuencia cardiaca (Goldberger et al.,
2019).

Dada la cantidad de funciones fisiolégicas que son controladas por el sistema
nervioso auténomo, las alteraciones en este sistema se manifiestan con multitud de
sintomas: hipotension ortostatica, taquicardia, hinchazén del estdmago, anorexia,
constipacién, disfuncion eréctil, incontinencia, alteraciones en la sudoracion, visién
borrosa, fotosensibilidad entre otros (Kaur et al., 2021; E. A. Rocha et al., 2021). Es
importante sefialar que la alteracién en el funcionamiento de una o varias de las
subdivisiones el sistema nervioso autbnomo, cuando acompafia a otras enfermedades
como las alteraciones cardiovasculares, esta asociado a un avance mas rapido de las
enfermedades y una mayor gravedad de la sintomatologia clinica (Sanchez-Manso et
al., 2021).

El térmico Neuropatia Autondmica Cardiovascular (NAC) es el término utilizado
de forma mas habitual para definir una alteracién entre los sistemas simpatico y
parasimpatico del sistema auténomo cardiovascular.

Esta alteracion se puede clasificar en funcion varios criterios (E. A. Rocha et al.,
2021):

e De su origen y zona del sistema donde se produce el daino:

a) lIdiopatica o aguda: Se produce una atrofia multisistémica o un fallo
autonémico puro. Se produce en condiciones como sindrome
paraneoplasicos, infecciones viricas o la administracién de farmacos
quimioterapéuticos.

b) Cronica: Aparece durante el desarrollo de patologias sistémicas como la
diabetes mellitus o el SM.

e De las neuronas autondmicas afectadas:

a) Centrales: Son afectadas neuronas preganglionares.

b) Periféricas: Son afectadas neuronas de los ganglios o postganglionares.
e Del neurotransmisor deficitario:

a) Puramente colinérgicas.

b) Puramente adrenérgicas.
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c) Y mixtas, cuando tanto la neurotransmision colinérgica y adrenérgica es
deficiente.

Asimismo, la neuropatia autonémica también puede ser un sindrome clinico en
si mismo, pudiendo ser clasificada como (Goldberger et al., 2019):

- Disfuncién primaria: Incluye un grupo de enfermedades neurodegenerativas en
las que las neuronas autonémicas centrales, periféricas, o ambas, mueren. Se
producen alteraciones en los nervios autondmicos de pacientes que sufren
enfermedades cronicas. Los mecanismos que producen estas alteraciones
todavia no han sido dilucidados.

- Disfuncién secundaria: Se producen por dafio en los nervios autonémicos,
derivados de una isquemia, como en un infarto de miocardio, o disfuncion
endotelial. Esto a su vez produce una respuesta del SNA para mantener la
homeostasis. En esta disfuncion, el problema surge cuando el dafo es
eliminado, pero la alteracion en el SNA persiste porque se mantiene la
estimulacion de las neuronas aferentes, a través de otros mecanismos, como
las citoquinas generadas durante el estado patolégico. Esto puede producir una
retroalimentacion positiva, lo que a su vez aumenta el dano.

En base a lo expuesto anteriormente, se puede concluir que la fisiopatologia del
sistema nervioso autébnomo depende del area afectada, y puede afectar tanto a areas
aisladas, como areas relacionadas entre si.

Una de las principales caracteristicas de la presencia de una disfuncién
autondémica cardiovascular es la presencia el sindrome de taquicardia ortostatica, la
hipotension ortostatica con hipertension supina y reflejos cardiovasculares. En esta
situacion son habituales los mareos, los vértigos, visién borrosa o en tunel, dolor de
cabeza, dolor de cuello y hombros, nauseas y fatiga. En base a esto una de las primeras
pruebas de eleccion para valorar la existencia de una neuropatia autondémica
cardiovascular es la medida de la presion arterial ortostatica y la frecuencia cardiaca, en
decubito supino y después de tres minutos de pie (Sanchez-Manso et al., 2021)..
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1.2.4.Funcioén renal y desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Por ultimo, no podemos dejar de mencionar la importancia que el sistema renal
tiene en el control del funcionamiento del sistema cardiovascular. De hecho, algunas
alteraciones en la funcién renal son un importante factor de riesgo en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares (Kunz et al., 2022; Schuett et al., 2023).

Los rinones son érganos vitales. Como parte de su funcion, los rifiones filtran y
reabsorben sustancias esenciales (electrolitos principalmente), que son necesarias para
mantener la composicién normal de los liquidos del cuerpo. Las sustancias que no son
necesarias para este propésito o que se hayan en exceso en el organismo, pasan a la
orina. Ademas de su funcion reguladora de los liquidos y los electrolitos corporales, los
rinones funcionan como un érgano endocrino. Asi, los rifones participan en la regulacion
de la presion arterial por medio del mecanismo del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Grossman & Porth, 2014).

La insuficiencia renal se produce cuando los rifiones no son capaces de eliminar
los productos finales del metabolismo presentes en la sangre y de regular el equilibrio
electrolitico y el estado acido-base de los liquidos extracelulares. La causa subyacente
puede ser una nefropatia, una enfermedad sistémica o trastornos de origen no renal. La
insuficiencia renal puede ser aguda o crénica. La insuficiencia renal aguda, comienza
de forma abrupta y, a menudo, es reversible si se detecta de forma temprana y se trata
de manera apropiada. En cambio, la insuficiencia renal crénica es el resultado final de
la lesion irreparable de los rifones y se desarrolla con lentitud, teniendo un tratamiento
mucho mas complejo.

Se sabe que los pacientes con insuficiencia renal crénica presentan un riesgo
elevado de enfermedad cardiovascular. Ademas, la mortalidad cardiovascular
representa entre el 40% y el 50% de todas las muertes en pacientes con insuficiencia
renal cronica avanzada (Kunz et al., 2022; Schuett et al., 2023).

Entre los trastornos cardiovasculares relacionados con el desarrollo de
insuficiencia renal crénica estan: la hipertension arterial, la cardiopatia isquémica, la
insuficiencia cardiaca congestiva o la pericarditis. La hipertension arterial suele ser una
manifestacién temprana de la insuficiencia renal cronica. Los mecanismos que producen
la hipertension arterial en estas circunstancias son muchos, siendo los mas importantes
el aumento en el volumen plasmatico y la resistencia vascular periférica, la disminucion
de la concentracién de prostaglandinas renales vasodilatadoras y el incremento de la
actividad del sistema de renina-angiotensina (Nguyen & Schulze, 2023) . La insuficiencia
cardiaca congestiva y el edema pulmonar aparecen en los estadios mas avanzados de
la insuficiencia renal cronica, y las condiciones identificadas como factores
contribuyentes para el desarrollo de esta enfermedad son, ademas de esa insuficiencia
renal, la hipertension, la anemia, la diabetes mellitus, las dislipemias y la existencia de
coagulopatia. Los pacientes con insuficiencia renal tienden también a presentar una
mayor prevalencia de disfuncién ventricular izquierda (Kunz et al., 2022; Schuett et al.,
2023).
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1.3. Alteraciones cardiovasculares ocasionadas por el
tratamiento con Cisplatino

Aunque el cancer sigue constituyendo una de las principales causas de
mortalidad del mundo, en las ultimas décadas, se ha logrado una mejora en la
supervivencia de los pacientes con tumores debido a las actividades preventivas, las
campanas de diagnéstico precoz y a los avances terapéuticos, entre otros (Bychowski
& Sobiczewski, 2023; Malvezzi et al., 2019).

La eficacia de los antitumorales ha contribuido a la disminucién de la mortalidad
por cancer, sin embargo, el aumento del periodo de supervivencia de los pacientes, han
puesto de manifiesto efectos del tratamiento del cancer que se manifiestan clinicamente
anos o décadas después del fin de la terapia (Curigliano et al., 2016). Asi, hoy dia, las
enfermedades cardiovasculares se han convertido en la segunda causa de muerte en
pacientes que han superado un cancer (Bradshaw et al.,, 2016; Bychowski &
Sobiczewski, 2023; Florido et al., 2022). Las complicaciones cardiovasculares dependen
del propio antitumoral, de la dosis administrada en cada ciclo, de la dosis acumulada
total, de la terapia combinada, o de la concurrencia de una patologia cardiovascular
previa, entre otros (Curigliano et al., 2016; Lenneman & Sawyer, 2016). En la actualidad,
el conocimiento, tratamiento y prevencion de estas complicaciones cardiovasculares
causadas por farmacos antitumorales suponen un nuevo reto en la terapéutica del
cancer , proponiéndose desde hace unos afios la necesidad de hacer prevencién cardio-
oncoldégica en todos los pacientes sometidos a quimioterapia (Lyon et al., 2022).

Por otra parte, los efectos cardiotdxicos producidos por el tratamiento con
antineoplasicos puede ser permanente o reversible, y pueden inducirse en distintos
niveles e intensidades (Madeddu et al., 2016). En términos de intensidad esta toxicidad
se puede desarrollar de manera aguda (desde el inicio de la terapia antitumoral hasta
dos semanas después de su administracion), de manera crénica (después de la
administracion de la ultima dosis hasta un afio mas tarde de la finalizacién de la
quimioterapia), o de manera tardia (mas de 1 afio después de la quimioterapia)
(Herrmann et al., 2014).

Entre los problemas cardiacos asociados con la quimioterapia se encuentran:
infarto de miocardio, angina de pecho, accidentes cerebrovasculares, arritmias,
miocarditis, pericarditis o disfunciéon ventricular izquierda (Madeddu et al., 2016). Los
mecanismos por los que los antitumorales producen cardiotoxicidad no estan
claramente definidos y pueden no ser los mismos en todos los casos. Se han propuesto
dos grandes hipétesis: una es el efecto directo de los antitumorales, o sus metabolitos,
en el tejido cardiaco y/o vascular, y la otra es el efecto indirecto por la neuropatia
autondémica que producen (Bychowski & Sobiczewski, 2023).

Segun su efecto cardiotéxico, los quimioterapéuticos pueden clasificarse en dos
tipos: Antineoplasicos Tipo |, que producen un dafio miocardico irreversible y dosis
dependiente, mientras que los Tipo Il generan un dafio reversible y, en la mayoria de
los casos, no dependen de su dosis acumulada (Velasquez et al., 2016). La toxicidad
cardiaca mas evaluada ha sido y sigue siendo la producida por las antraciclinas
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(Cardinale et al., 2020; Curigliano et al., 2016; Volkova & Russell, 2011). Sin embargo,
desde hace unos afos, multiples estudios han analizado los mecanismos que producen
cardiotoxicidad en otros grupos de antitumorales. En el caso de los agentes alquilantes
se ha demostrado que producen dafo endotelial directo, estrés oxidativo y dafio
mitocondrial (Conklin et al., 2015; Sayed-Ahmed et al., 2014; Souid et al., 2003). En el
grupo de los antimetabolitos, producen trombosis coronaria, arteritis, vasoespasmo,
estrés oxidativo en cardiomiocitos y células endoteliales y alteraciones en el ciclo de
Krebs (de Forni et al., 1992; Eskandari et al., 2015; Hemalatha et al., 2010; Saif et al.,
2009). En el grupo de los antibidticos, los mecanismos caracterizados han sido el estrés
oxidativo y alteraciones en el metabolismo energético (Menna et al., 2008; Rossato et
al., 2013, 2014). Por ultimo, en el grupo de agentes antimicrotubulares, los mecanismos
descritos han sido el dafio al sistema de Purkinje, o en el control autbnomo del corazon,
o la induccion de liberacion de histamina, entre otros (Ai et al., 2014; Biganzoli et al.,
2003; Rowinsky et al., 1991).

En relacion a la toxicidad vascular relacionada con la terapia del cancer, dos
recientes revisiones (Cameron et al.,, 2016; Herrmann, 2020) han sefalado que los
principales mecanismos de toxicidad endotelial de las terapias anticancerigenas son:
muerte directa de la célula endotelial, proliferacion y migracion de las células
endoteliales, alteraciones en la vasodilatacién dependiente de endotelio, el estrés
oxidativo, la inflamacion, y las alteraciones en la coagulacion.

Desde su descubrimiento, el Cisplatino es un farmaco quimioterapéutico
utilizado ampliamente, bien solo o bien en combinacién, para el tratamiento de diversos
tipos de cancer como los de cabeza, cuello eséfago, pulmédn, ovario, cérvix, pecho,
testiculos, pene o endometrio, entre otros (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014). Sin
embargo, a pesar de su efectividad, su uso en dosis elevadas se ve limitado
principalmente por la aparicion de toxicidad renal y cardiovascular, asi como neuropatia
periférica.

A pesar de su eficacia, se ha sefalado que el uso de Cisplatino en terapias de
dosis altas esta limitado por su toxicidad renal y cardiaca, que ademas, comparten
mecanismos celulares y moleculares similares (Dugbartey et al., 2016). Por ello, la
comprension de los mecanismos por los que ambas toxicidades son inducidas puede
ayudar a proporcionar un mejor tratamiento y estrategias preventivas.

La excrecion renal es la principal via de eliminacion del Cisplatino del organismo,
tanto en humanos como animales (Dugbartey et al., 2016). Sin embargo, se ha
demostrado, que la aparicién de nefrotoxicidad se debe a que el Cisplatino se acumula
en concentraciones hasta 5 veces superiores en las células epiteliales de los tubulos
renales, en relacion a la concentracién detectada en sangre, lo que conduce a una grave
disfuncion renal, que aumenta a medida que la dosis de Cisplatino administrada
aumenta, pudiendo llegar a suponer la interrupcion del tratamiento (Volarevic et al.,
2019) La toxicidad renal inducida por el Cisplatino aparece aproximadamente a los 10
dias del tratamiento con el farmaco, pudiendo llegar a producir un fallo renal agudo
(Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

Sin embargo, hay que senalar que la etiologia de la nefrotoxicidad inducida por
el Cisplatino es compleja y abarca diversos factores y rutas de sefializacién (X. Ma et
al., 2017). Los estudios en animales tratados con Cisplatino han demostrado que su
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metabolizacion comienza con la unidén del antitumoral a la molécula antioxidante
glutation, seguido de varias metabolizaciones hasta que se convierte en tioles de
cisteina. La unién de estos tioles a proteinas esenciales en las células de los tubulos
proximales es lo que provoca la nefrotoxicidad (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014).
Ademas, el Cisplatino se une al ADN mitocondrial, bloquea su transcripcion, disminuye
la expresion de las proteinas de la cadena de transporte de electrones, altera la
respiracion celular y aumenta la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO).
Este aumento de las ERO promueve la muerte celular y puede dar lugar a neoplasias
secundarias (Alexandre et al., 2018b; Chowdhury et al., 2016; Dasari y Bernard
Tchounwou, 2014; Kursunluoglu, Taskiran y Kayali, 2018; Volarevic et al., 2019).

Por ultimo, estudios recientes han demostrado que en el efecto nefrotdxico del
Cisplatino esta involucrado también un proceso de inmunoinflamacion, Asi, la lesion
celular inducida por Cisplatino a nivel renal origina que las células epiteliales renales
liberen moléculas asociadas a dafo celular, ocasionando la activacion del receptor Toll-
like receptor 4, TLR4, y la consecuente produccién de Factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) que se une a sus receptores activando la génesis de factores inflamatorios y el
reclutamiento de células inmunes como los neutrdfilos y los macréfagos (X. Ma et al.,
2017; Michel & Menze, 2019; B. Zhang et al., 2008). Asi, las citoquinas, quimiocinas y
también las ERO producidas por estas células inmunes aumentar el efecto citotoxico del
Cisplatino y, con el paso del tiempo, producen la pérdida de la funcién renal (Dugbartey
et al., 2016).

Se han propuesto diferentes abordajes para evitar la aparicién de nefrotoxicidad
derivada del Cisplatino. Uno de los mas utilizados es la terapia con productos diuréticos
y fluidos para disminuir el tiempo que pasa el farmaco en el rifién. Sin embargo, a pesar
del uso de estas terapias, el dano producido en el 6érgano debido al tratamiento sigue
siendo relevante (Gomez-Sierra et al., 2018; Volarevic et al.,, 2019). Otro de los
abordajes utilizados para evitar la aparicion de un dafio agudo renal es administrar
multiples dosis de Cisplatino a lo largo del tiempo. Sin embargo, recientemente se ha
comprobado que esta manera de administrar el farmaco puede favorecer la aparicion
de un dano renal cronico, ya que después de cada administracién de Cisplatino, el dafio
renal aumenta, lo que lleva a un aumento progresivo de la inflamacion, y finalmente
desemboca en el dafio renal crénico (Gomez-Sierra et al., 2018; Volarevic et al., 2019).

En relacion con la toxicidad cardiovascular producida por Cisplatino, aunque en
un principio fue considerada un efecto adverso raro, hoy en dia, se sabe que este
antitumoral produce una toxicidad cardiovascular, aunque aun no se conocen con
exactitud los mecanismos que la producen. Al igual que se ha comentado en el caso de
la toxicidad renal, la toxicidad cardiovascular producida por el Cisplatino es dependiente
de la dosis utilizada, la pauta de administracion y la dosis total administrada.

Los pacientes tratados con Cisplatino pueden experimentar diversos trastornos
cardiacos, incluyendo cambios electrocardiograficos, anginas, arritmias, miocarditis,
cardiomiopatia, fallo cardiaco congestivo, infarto agudo de miocardio, hipertensién e
hipotension y, aumento de eventos protrombdticos (El-Awady et al., 2011; Madeddu et
al.,, 2016). A largo plazo, los efectos secundarios mas comunes son isquemia
miocardica, tromboembolismo y enfermedades cerebrovasculares (Rosic et al. 2015). A
pesar de que la toxicidad cardiaca producida por el Cisplatino no esta totalmente
definida, se han observado diferentes mecanismos que pueden inducir esta toxicidad.
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Estos mecanismos son: el aumento de radicales libres, induccion de disfuncion
mitocondrial, dafios en el nucleo, activacion de vias apoptéticas, e inflamacion de los
tejidos cardiacos (Dugbartey et al., 2016; Topal et al., 2018). Estudios en corazones
aislados de ratas tratadas con Cisplatino, han demostrado que la disminucion del flujo
coronario y el aumento de enzimas cardiacas en el suero sanguineo esta acompafada
de un aumento en las concentraciones de ERO y de la peroxidacion lipidica. Ademas,
la disfuncion cardiaca inducida por el Cisplatino esta relacionada con la despolarizacion
de la membrana mitocondrial y alteraciones estructurales en la misma (Chowdhury et
al., 2016; Rosic et al., 2016, 2018). Otros estudios experimentales muestran que la
disminucién de la presion arterial y la frecuencia cardiaca provocada por el tratamiento
con Cisplatino se debe al efecto que este antitumoral produce sobre el nédulo sinoatrial.,
ya que debido al elevado numero de mitocondrias en las células cardiacas y la
acumulacion del Cisplatino en dichas mitocondrias, podria inducir un dafio en el ADN
mitocondrial, contribuyendo a estas alteraciones (El-Hawwary & Omar, 2019; H. Ma et
al., 2010).

La toxicidad vascular inducida por el Cisplatino esta menos estudiada, sin
embargo, puede ser responsable del aumento de la mortalidad y morbilidad derivada
del tratamiento e incluso limitar la efectividad de las terapias de cancer. Asi, se ha
descrito que el tratamiento con Cisplatino puede producir hipertensién o hipotension, la
induccion de un vasoespasmo coronario y dafio endotelial vascular (Cameron et al.,
2016). Algunos de los mecanismos implicados en esta toxicidad inducida por el
Cisplatino en las células endoteliales se han relacionado con el aumento de particulas
pro-coagulantes y radicales libres (Herrmann, 2020). Ademas, la vasodilatacion
dependiente de oxido nitrico, se ve comprometida en pacientes que superan el
tratamiento con el antitumoral en un periodo largo de tiempo (Di Lisi et al., 2017).

La neurotoxicidad mas frecuente producida por el Cisplatino es la sensorial, que
se caracteriza por hiperalgesias, disestesias, parestesias en manos y pies, e incluso
dolor neuropatico severo. Sin embargo, ademas de los cambios sensoriales, esta
neurotoxicidad también puede afectar al sistema motor y al vegetativo, provocando
alteraciones funcionales que pueden afectar a multiples 6rganos y sistemas, entre los
que se incluye el sistema cardiovascular (P. Gupta et al., 2022; Maihéfner et al., 2021);
; Lépez-Tofifio et al., 2021; Paniagua et al., 2019; Vera et al., 2011).

La neuropatia periférica inducida por Cisplatino ocurre frecuentemente en
pacientes que reciben una dosis de Cisplatino mayor de 300 mg/m?. Los sintomas
cronicos de la neuropatia inducida por Cisplatino, que puede continuar meses después
de la finalizacién del tratamiento, pueden deberse a la acumulacién de los compuestos
de platino en la raiz dorsal ganglionar (Seto et al., 2016). Estudios llevados a cabo
recientemente, han demostrado que la inflamacion y el estrés oxidativo tienen un papel
principal en el desarrollo de la neurotoxicidad tras el tratamiento con Cisplatino (Abdel-
Wahab & Moussa, 2019; P. Gupta et al., 2022).

En conjunto la toxicidad renal, cardiaca y vascular pueden suponer la
interrupcién del tratamiento con Cisplatino y los consecuentes problemas derivados de
ello. En caso de que no se suspenda el tratamiento, estos efectos también pueden
suponer que el riesgo de sufrir un accidente cardiovascular sea mas elevado que el
propio cancer que se esté tratando. Ademas, diferentes estudios sugieren que la
toxicidad renal y cardiovascular comparten mecanismos celulares y moleculares,
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aunque éstos no estan todavia claramente identificados (Varga et al., 2015).
Comprender los mecanismos que inducen la toxicidad renal y cardiovascular causada
por Cisplatino puede ayudar a disefiar mejores estrategias preventivas o tratamientos
que ayuden a evitar la aparicion de estas y otras toxicidades (Dugbartey et al., 2016; X.
Ma et al., 2017).

1.4. Alteraciones cardiovasculares asociadas al Sindrome
Metabolico

La OMS define el Sindrome Metabdlico (SM) como un conjunto de factores de
riesgo cardiovascular representados por la obesidad central, las dislipemias, las
anormalidades en el metabolismo de la glucosa y la hipertension arterial. Todo este
conjunto de factores estan estrechamente asociados a la resistencia a la insulina, a la
diabetes mellitus tipo 2 y a las enfermedades cardiovasculares (Alberti & Zimmet, 1998;
Gonzalez-Chavez et al., 2018; Watanabe et al., 2018).

En la actualidad, aun no se conoce bien la etiologia del SM y la mayoria de los
estudios gravitan sobre tres ejes: la obesidad central, la resistencia a la insulina y los
factores genéticos y/o ambientales que individualmente predisponen o precipitan la
presencia de SM. La obesidad central esta definida por la acumulacion excesiva de
tejido adiposo a nivel subcutaneo abdominal y visceral. El tejido adiposo es uno de los
principales depodsitos de reserva energética para el organismo. Este tejido tiene la
capacidad de acumular grasa cuando el aporte energético es excesivo, y de
catabolizarla cuando el organismo requiere energia. La resistencia a la insulina se define
como una disminucion en la capacidad funcional de la insulina para el mantenimiento
de la homeostasis de la glucemia, provocando a medio plazo un aumento de la insulina
basal e hiperglucemia (Fernandez-Bergés et al., 2012). Los factores genéticos y/o
ambientales, entre los que se encuentra el estilo de vida y la alimentacion no saludables
constituyen también importantes factores para el desarrollo de SM (Hayden, 2023). Asi,
los individuos que presentan SM tienen mayor susceptibilidad de sufrir enfermedades
cardiovasculares y mayor riesgo de mortalidad, inclusive sin padecer enfermedades
cardiovasculares previas (Berwick et al., 2012; Ren & Xu, 2015b).

Entre los factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares presentes en
el SM, la diabetes mellitus tipo 2 ha recibido una atencién considerable (Janssen,
2023a). La diabetes mellitus tipo 2 afecta a diferentes sistemas organicos y es un
iniciador de la disfuncion cardiaca y endotelial que causan las alteraciones
cardiovasculares mas importantes en los pacientes con SM (Muller et al., 2021; F. Wang
et al., 2017).

La cardiomiopatia diabética esta asociada con defectos estructurales en el
musculo cardiaco que alteran la funcion ventricular, lo que finaliza en un fallo cardiaco.
La definicion mas aceptada de la cardiomiopatia diabética se refiere a la disfuncion
cardiaca en pacientes diabéticos que ocurre en ausencia de enfermedades de las
arterias coronarias, hipertensién descontrolada, alteraciones en las valvulas cardiacas
y enfermedades congénitas cardiacas. El fenotipo tipico de la cardiomiopatia cardiaca
estd caracterizado por hipertrofia del ventriculo izquierdo y disfunciéon diastdlica

20



Introduccion

(Rabinovich-Nikitin et al., 2019). Se distinguen dos etapas en la cardiomiopatia diabética
(Gargiulo et al., 2020):

- Etapa inicial: caracterizada por una hipertrofia ventricular concéntrica, aumento
de la rigidez miocardica, aumento de las presiones de llenado, funcion diastdlica
disminuida.

- Etapa final: Se produce fibrosis cardiaca, aumento de las alteraciones en la
funcién diastdlica, y disfuncion sistélica

Se sabe también que las alteraciones en el control del flujo sanguineo en el lecho
coronario se encuentran detras del aumento de la morbilidad y mortalidad que se
producen en el SM. Como ya hemos comentado en parrafos anteriores, la regulacion
del envio del oxigeno al miocardio es esencial para mantener la funcion cardiaca. EI SM
altera la habilidad del lecho coronario de regular la resistencia vascular y distribuir el
oxigeno. La disfuncién de la microvasculatura coronaria se traduce en una disminucion
de la vasodilatacién dependiente del endotelio, atenuandose en esta situacion
endocrino-metabdlica la respuesta del flujo coronario a compuestos vasodilatadores
como la acetilcolina y adenosina. Estos cambios, ocurren de manera previa a la
enfermedad aterosclerética y han sido asociados con alteraciones en la funcion cardiaca
del ventriculo izquierdo, y la funcion contractil diastdlica, tanto en modelos animales de
SM como en estudios clinicos (Berwick et al., 2012).

La rigidez arterial es un factor de riesgo independiente que contribuye al
desarrollo y la progresién de la enfermedad cardiovascular en el SM. El consumo de
una dieta rica en grasas saturadas y carbohidratos refinados y un estilo de vida
sedentario son los principales factores que explican el aumento de la rigidez arterial en
situaciones de SM y obesidad, ocasionando cambios estructurales y funcionales en las
capas intima, media y adventicia de la vasculatura (Topouchian et al., 2018; Townsend
et al., 2015; Aroor et al., 2018).

Asimismo, la expansién del tejido adiposo, que ocurre en situaciones de
obesidad o SM, conlleva la infiltracion de células inmunes y promueve la inflamacion en
el tejido adiposo, incluyendo el tejido adiposo perivascular (TAP). En situaciones no
patoldgicas, el TAP atenua la vasoconstriccion mediante la liberacion de factores de
relajacion derivados de los adipocitos, y promueve la relajacion en respuesta a la
excitacion perivascular nerviosa, derivada de los factores de contraccion. Sin embargo,
en la obesidad y el SM, este tejido también sufre una hipertrofia excesiva, produciéndose
un cambio a un fenotipo mas inflamatorio, atrayendo macréfagos hacia si. Esto, a su
vez, produce una disminucion de los mecanismos vasodilatadores mediados por el TAP.
Todo este proceso promueve la alteracién de las respuestas vasodilatadoras mediadas
por la insulina, y la remodelacién vascular. Por ultimo, el aumento de la liberacion de
citoquinas proinflamatorias como el TNF-q, y acidos grasos libres, modifica el TAP a un
fenotipo de vasoconstriccion (Engin, 2017).

Las alteraciones endocrino-metabdlicas, producidas durante el SM, asi como el
estado inflamatorio generalizado que se produce en esta patologia, también producen
dafo estructural o funcional en el endotelio, ocasionandose una disfuncion endotelial
(Engin, 2017). La disfuncién endotelial, predispone a la vasculatura a un estado
contractil, debido a un desajuste entre los factores vasodilatadores y vasoconstrictores.
Este cambio, es fundamental en el SM para producir un estado disfuncional, que
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involucra tanto al sistema inmune innato como a las especies reactivas de oxigeno (Tran
et al., 2020). De hecho, el aumento en la produccion de ERO es una caracteristica de
las enfermedades cardiovasculares, y también se asocia con la aterosclerosis, la
resistencia a la insulina y la diabetes. En las células endoteliales, las ERO, tienen
ademas un efecto citotoxico directo, ya que reaccionan con el 6xido nitrico, para
disminuir su biodisponibilidad y forman aniones de peroxinitrito, que son oxidantes muy
potentes (Engin, 2017). La disfuncién endotelial, provocada por estas ERO, juega un
papel importante en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, incluyendo
aterosclerosis, hipertension, hipercolesterolemia, fallo cardiaco, infarto e isquemia
cerebral (Lund 2017; Dubnika et al. 2018).

Por otra parte, en situaciones de prediabetes y SM, multiples factores pueden
contribuir a la presencia de una disfuncién autonémica, que puede manifestarse bien
como depresion parasimpatica, bien como sobreactividad o predominio simpatico
(Spallone, 2019).

La neuropatia autondmica diabética se definio en el consenso de Toronto como
“‘desorden del sistema nervioso auténomo en el desarrollo de la diabetes o de
alteraciones metabdlicas de la prediabetes, después de la exclusion de otras causas”
(Spallone, 2019). Aunque la neuropatia periférica mas importante y frecuente en la
diabetes es la neuropatia sensorial (Bodman & Varacallo, 2023), en los pacientes
diabéticos también se puede desarrollar una neuropatia autonémica cardiovascular. De
hecho, se ha descrito que la neuropatia autonémica cardiaca es una de las primeras
manifestaciones de la diabetes de tipo 2, y que aparece antes que las alteraciones
metabdlicas en esta patologia, sugiriéndose que se establece en fases tempranas de la
enfermedad, posiblemente durante la prediabetes (Bakkar et al., 2020). Dado que la
neuropatia autonémica cardiovascular en la diabetes ocurre también en las fibras
nerviosas mas largas, las manifestaciones iniciales de la misma también incluyen
cambios en la frecuencia cardiaca y en el tono vascular que derivan en la dificultad de
regular la presion arterial, lo que causa sintomas presincopales, intolerancia al ejercicio
y palpitaciones (Williams et al., 2019).

El aumento de la morbilidad y mortalidad cardiovascular asociada con la
neuropatia cardiaca autondémica se ha establecido en numerosos estudios
epidemiolégicos. Sin embargo, esta neuropatia estd empezando a ser reconocida en
sujetos con prediabetes y SM con la prevalencia del 11% y 24%, respectivamente. La
neuropatia autondmica prediabética esta asociada con componentes del SM,
incluyendo hipertension, obesidad e hiperglicemia. La etiologia de esta neuropatia
cardiovascular es multifactorial y hay una relacion reciproca entre la resistencia la
insulina y el SM. Ademas, esta relacionada de manera independiente con la isquemia
miocardica silenciosa, eventos cardiovasculares mayores, disfuncién miocardica y
mortalidad cardiovascular (Williams et al. 2019).

Por ultimo, hay que mencionar que, en el SM, en las etapas mas avanzadas,
también se produce una neuropatia autonémica, pero en este caso, con hiperactividad
del sistema nervioso autonomo simpatico. Se ha demostrado que, en esta situacion
metabdlica, hay un aumento de las catecolaminas plasmaticas y urinarias, actividad del
sistema nervioso simpatico y actividad cardiaca auténoma. La activacién simpatica,
tiene importantes efectos en la circulacién coronaria, a través de efectos directos en los
adrenoreceptores a y B. Ademas, produce una liberacién de vasodilatadores locales,
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que producen un aumento de la contractibilidad, frecuencia cardiaca y presion arterial
(Berwick et al., 2012). Estudios recientes, sugieren también que hay una relacién entre
la hiperactividad del sistema nervioso auténomo simpatico, y la resistencia vascular
periférica (Rodrigues et al., 2017).

En resumen, el SM es un conjunto de factores de riesgo que, por si solos o en
sinergia, estan relacionados con la resistencia a la insulina, la inflamacion de bajo grado,
el estrés oxidativo y la disfuncion de la adiposidad. Todos estos factores se asocian a
largo plazo con el padecimiento en estos pacientes de enfermedades cardiovasculares
y renales entre otras. Ademas, la neuropatia autonémica cardiovascular presente desde
las etapas iniciales en el SM puede también jugar un papel importante en el deterioro
del sistema cardiovascular (Gonzalez-Chavez et al., 2018; Spallone, 2019).

1.5. El papel de la inflamacién crénica de bajo grado en la
aparicion y desarrollo de las alteraciones cardiovasculares

Todas las formas de enfermedad comienzan debido a la aparicion de
alteraciones moleculares o estructurales en células. Una célula normal est4 limitada a
un espectro de funcion y estructura restringido, dependiendo de su estado de
metabolismo, grado de diferenciacion y especializacion, condicionantes impuestos por
las células vecinas, y la mayor o menor disponibilidad de sustratos metabdlicos. No
obstante, dicha célula es capaz de satisfacer las demandas fisiolégicas manteniendo un
estado de equilibrio, llamado homeostasia. Cuando se producen cambios en el estado
fisiologico o hay estimulos patolégicos que alteran esa homeostasis, las células son
capaces de adaptarse con respuestas adaptativas, tanto funcionales como
estructurales, para poder sobrevivir y mantener su funcién. La respuesta adaptativa
puede consistir en el aumento del tamafo de las células (hipertrofia) y de la actividad
funcional, el incremento de su numero (hiperplasia), la disminucion de su tamano y su
actividad metabdlica (atrofia), o el cambio en el fenotipo de dichas células (metaplasia).
Es posible que, cuando la agresion sea eliminada, la célula recupere su estado original
sin sufrir consecuencias perjudiciales (Kumar et al., 2015). En estos casos, se habla de
una lesion celular reversible que se caracteriza por alteraciones funcionales y
estructurales en estadios iniciales o formas de lesidén, que son corregibles si se elimina
el estimulo dafiino (Kumar et al.,, 2015). Sin embargo, si el dafio es excesivo o
permanece en el tiempo, las células evolucionan hasta una lesion celular irreversible y
la muerte de la misma, bien por necrosis, bien por apoptosis (Kumar et al., 2015).

Por ultimo, el punto de no retorno, a partir del cual el dano es irreversible, es
impreciso, y no hay correlaciones morfolégicas o bioquimicas fiables que definan la
irreversibilidad. Los dos fendmenos asociados a la muerte celular son: incapacidad para
revertir la disfuncién mitocondrial, y los trastornos pronunciados de la funcién de las
membranas ((Kumar et al., 2015).

La adaptacion, la lesion reversible y la muerte celular pueden ser etapas de
un deterioro progresivo que sucede a diferentes tipos de enfermedades. Las
consecuencias finales de los cambios genéticos, bioquimicos y estructurales en células
y tejidos son anomalias funcionales que generan las manifestaciones clinicas de la
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enfermedad (sintomas y signos) y condicionan su progresion (evolucion clinica y
pronostico). Asi pues, las correlaciones clinico-patolégicas son fundamentales en el
estudio de la enfermedad (Kumar et al.,, 2015). Por ejemplo, en respuesta a un
incremento de las cargas hemodinamicas, el musculo cardiaco aumenta de tamano,
como forma de adaptacion, y puede resultar lesionado como consecuencia de ello. Si la
irrigacién del miocardio se ve afectada o es inadecuada, en primer lugar, el musculo
sufre una lesion reversible, manifestada por ciertos cambios citoplasmaticos. Sin
embargo, con el tiempo, las células experimentan una lesion irreversible y mueren
(Kumar et al., 2015).

1.5.1.Inflamacién cronica de bajo grado

En los ultimos afios, los estudios que han analizado el proceso inflamatorio han
permitido comenzar a caracterizar la denominada inflamacion estéril. Este tipo de
inflamacién se produce en ausencia de infeccion, tras situaciones de lesion o muerte
celulares. Las moléculas liberadas por la rotura de las estructuras celulares producen
una reaccion inflamatoria similar a la producida durante una infeccion, incluyendo el
reclutamiento de neutrdfilos, macrofagos, citoquinas y quimiocinas proinflamatorias, y la
induccién de la respuesta inmune adaptativa mediada por linfocitos T (Van Linthout &
Tschoépe, 2017).

Por otra parte, desde hace relativamente poco tiempo, se ha acufiado el término
de para-inflamacion, para hacer referencia a un tipo de inflamacion estéril caracterizada
por no producir un dafio muy grave en los tejidos y desarrollar una actividad inflamatoria
limitada. Este tipo de inflamacién también se denomina meta-inflamacién o inflamacién
cronica de bajo grado (Van Linthout & Tschdpe, 2017). Hay que recordar que la
inflamacién crénica es un término que se utiliza en el caso de que la respuesta
inflamatoria tenga una duracion prolongada (semanas o meses) y, en la que la lesién de
los tejidos y los intentos de reparacién coexisten, con combinaciones variables. Puede
suceder a la inflamacién aguda, o presentarse como una respuesta progresiva de bajo
nivel, sin manifestaciones de reaccién aguda previa (Kumar et al., 2015). Esta forma de
inflamacion crénica de bajo grado suele estar presente en situaciones como la obesidad,
SM, aterosclerosis, senescencia celular y otras enfermedades donde la inflamacion
tiene un papel importante. Asi mismo, también se sabe que este tipo de inflamacion esta
modulado por factores ambientales como la ingesta caldrica excesiva, y la inactividad
fisica (Francisqueti et al., 2017). Mas aun, estudios recientes también han senalado la
relacion entre la inflamacion estéril y las alteraciones cardiovasculares ocasionadas por
la administracion de antitumorales (EI-Awady et al., 2011; Rosic et al., 2015, 2018), y en
particular del Cisplatino (Dugbartey et al., 2016; PerSe & Veceri¢-Haler, 2018).

En la actualidad, se han descrito tres mecanismos involucrados en la inflamacion
cronica de bajo grado (Van Linthout & Tschdpe, 2017): a) la activacion de los receptores
de reconocimiento de patron; b) la liberacion de citoquinas proinflamatorias que activan
las vias de los receptores de reconocimiento de patron; y, c) la activacion de receptores
que no estan relacionados con el reconocimiento de los patrones, como el receptor para
productos de la glicacién avanzada.
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A continuacién, se describen mas detalladamente los dos primeros de estos
mecanismos por ser los mas relacionados con las alteraciones cardiovasculares en los
que esta centrada la investigacion llevada a cabo en esta Tesis Doctoral.

1.5.2.Activacion de los receptores de reconocimiento de patron.

Como se ha comentado en parrafos anteriores, el proceso inflamatorio causado
por la lesién y/o muerte celular es similar al desarrollado por una infeccion. Asi, esta
respuesta inflamatoria estéril también se puede dividir en tres fases: aguda, proliferativa
y madurativa. El control del tiempo, la duracion y la magnitud de la respuesta inflamatoria
es crucial para la correcta reparacion de la lesion tisular. Una infraactivacion de las
respuestas inflamatorias puede producir la persistencia del estimulo lesivo, mientras que
un tiempo excesivo de resolucion puede ampliar la lesién tisular (Thomas & Grisanti,
2020). Ademas, el grado de inflamacion depende de la intensidad del estimulo lesivo y
la susceptibilidad del huésped, e involucran multiples 6rganos y sistemas (Yue Li et al.,
2020; Varela et al., 2018).

Los desencadenantes de la inflamacion estérii son los patrones de
reconocimiento del dafio, Damage-Associated Molecular Patters, (DAMPs), que son las
moléculas que se liberan cuando la membrana celular del huésped resulta dafiada, y el
contenido intracelular se libera al espacio extracelular (Kumar et al., 2015; Varela et al.,
2018).

En caso de que se produzca el dafio o muerte celular, la primera linea de defensa
es el sistema inmune innato. Este sistema, reconoce las sustancias liberadas al plasma
durante la muerte celular e induce una potente respuesta inflamatoria para eliminar el
factor agresor. Los principales componentes de la inmunidad innata son receptores
celulares, denominados receptores de reconocimiento del patron (Pattern
recognition receptors, PRRs), que reconocen los DAMPs. Los PRRs son numerosos y
estan expresados en un amplio rango de células inmunes y no inmunes, incluyendo
tejidos del sistema cardiovascular. Ademas, estos receptores se expresan en todos los
compartimentos celulares: membrana plasmatica, endosomicos y citosélicos
(Goulopoulou et al., 2016; Kumar et al., 2015).

Se han identificado varias clases de receptores de reconocimiento de patrén, los
cuales, segun su importancia en el sistema inmune innato, son: a) Receptores tipo
sefiuelo (receptores Toll-Like, TLR, Toll-like receptors), b) Receptores de tipo
“nucleotide-binding and oligomerization domain” (NOD) y el inflamasoma; c) Otros
receptores para los productos microbianos (Kumar et al., 2015).

Se describen, a continuacion, con mas detalle, los procesos involucrados en la
activacion de los receptores TLR y tipo NOD, asi como su participacién en el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares por estar mas relacionados con la investigacion
llevada a cabo en esta Tesis Doctoral.

Los receptores de reconocimiento del patron mas conocidos son los TLRs. Los
TLRs son glicoproteinas transmembrana tipo | responsables de reconocer e iniciar
respuestas inflamatorias a un amplio rango de ligandos enddgenos y exdégenos y
constituyen el mayor subgrupo de PRRs. Se identificaron por primera vez en 1996, en
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moscas mutantes de la especie Drosophila melanogaster, las cuales mostraban una
mayor sensibilidad a infecciones fungicas. Posteriormente, se identificaron sus
homodlogos en murinos y humanos demostrando que también tenian un rol esencial
mediando la respuesta inmune contra el lipopolisacarido bacteriano (LPS). Actualmente

se han identificado hasta 13 TLR distintos en los mamiferos (Achek et al., 2016).

Tabla 1 Receptores TLR. Localizacion, ligandos, analogos sintéticos, adaptador de senal,
productos. Adaptada de Achek et al., 2016

TLRs | Localizacion DAMPs Analogo sintético Adaptado Produccién
TLR2-1 lel_:;:-:ana ] Lipopéptidos tiacilados MALMuDEE |Citoquinas proinflamatorias
Proteinas de choque
Plasma térmico, HMGET, R i
TLR2-6 Membrana versicana, cido Lipopéptidos tiacilados MALMuDSE
hialurdnico
TLR3 Membrana mEA Pali[LC), Polyll:C12L) TRAMITAIF | Citoquinas proinflamatorias
endosomal
Proteinas de choque
rérmico, HMGET, g-
detensina 2, dominio
Plasma extra & de fibronectina
TLR4 membranal Scido hislurénics : MMim&ticos del lipida & [lipido A monofosforilado, MALMOES | Citoguinaz proinflamtorias,
membrana - ‘. aminoalquilglucosamina 4-fosfate) EGO20, ES531, ESSE4) | TRAMITRIF IFMs tipa |
heparan sulfata, prateina
endosamal
A zurfactante del
fibrindgeno, fosfalipidos
axidadas
TLRS Plasma Mo Péptido dizoontinue de 13 aminoacidos CELES0Z MubEs Citoguinas proinflamtorias
Membrana
TLRT Membrana ssFMA [complejo inmune] Oligonucledtidas, imid.azoquinn?l.inta, nucledtidos de MvDas Citoquinas proi.nflamatorias,
endozomal guanoszina, bropirimina IFMs= tipa
TLRS Membrana ssBMA [complejo inmune) Imidazoquinolinas [Resiquimod) My'D55 Citoquinas prginflamtorias,
endozomal IFMs= tipa
TLR Membrana Complejo f:le cromatina Dligodescrinucledtidas Cps MuDEE Citoquinas proi.nflamatorias,
endozomal ig IFMs= tipa
TLR1O lel_:;:;ana NO MO MuliEs Citogquinas proinflamatarias
TLR1 Membrana MO MO MuDEs Citoquinas proinflmataorias
endosamal
TLR12 Membrans MO MO MuDE5 Citoquinas proinflmatorias
endosamal
TLR13 Membrans MO MO MuDEs Citaquinas prainflmatorias
endosamal
MO, no determinadao; ssRMA, BMA de cadena sencilla; mRNA, BNA mensajero; (RNA, BNA ribosomal; HMGET, prateina 1del grupo de alta movilidad; MyDS5S,
respuesta primaria de diferenciacidn mieloide 83; TRIF, interferén- inductor de adaptador que contiene el dominia TIR; TRAM, molécula adaptadora relacionada
con TRIF

Los TLR estan ampliamente expresados en el organismo (células dendriticas,
macrofagos, neutrofilos, monocitos, linfocitos, fibroblastos, células epiteliales,
endoteliales y neuronales) teniendo cada célula un set especifico de TLR que tiene
distintas funciones de reconocimiento DAMP especificos. La localizaciéon del receptor
en la célula depende del ligando que reconozcan. Asi, si reconocen componentes de la
membrana celular estos se expresan en las superficies celulares (TLR1, TLR2, TLR4,
TLRS y TLR6) en cambio si reconocen los acidos nucleicos se expresan en los
endosomas, lisosomas, endolisosomas y reticulo endoplasmatico (TLR11, TLR12 y
TLR13, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) (Goulopoulou et al., 2016; Parizadeh et al., 2018;
Roshan et al., 2016a; Yu Wang et al., 2016a).

La activacion de los TLRs induce una cadena de sefializaciones que involucran
la produccion de moléculas proinflamatorias como las citoquinas, la activacion del
sistema del complemento y el reclutamiento de células fagociticas y células
presentadoras de antigenos en el sitio de la invasién de patégenos (Goulopoulou et al.,
2016; S. Sharma et al., 2016b). Estos receptores tienen de dos dominios principales: la
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porcion extracelular que contiene unas repeticiones ricas en leucina y detecta los
DAMPs del medio extracelular; y una porcion intracelular que contiene un dominio
conocido como receptor Toll/IL-1 (TIR) y que presenta diferentes moléculas adaptativas
segun la via de sefalizacién del receptor que active. En la actualidad, se han
caracterizado cuatro adaptadores principales que contienen dominios TIR: factor de
diferenciacion mieloide 88 (MyD88), proteina adaptativa contenida en el dominio TIR
(TIRAP), adaptador contenido en el dominio TIR inductor del interferon B (TRIF) y
molécula adaptativa relacionada con el TRIF (TRAM) (Parizadeh et al., 2018). Tras el
reclutamiento de distintas moléculas adaptadoras, la sefializacion de los TLR puede
dividirse en dos vias diferentes (Mishra & Pathak, 2019). La primera conocida como
“Myddosome”, es la via dependiente del MyD88, y se inicia tras la activacion del receptor
TLR en la membrana celular. Esta via es la que tiene mayor importancia en la
sefalizacién, ya que todos los TLR, excepto el TLR3, utilizan este mecanismo de
sefializacion. La segunda via, conocida como “Triffosome”, es minoritaria y se inicia una
vez que el receptor es introducido dentro de la célula por endocitosis., y no es usada por
todos los TLR.

Debido a que esta Tesis Doctoral se centra, entre otros, en el estudio de los
cambios de expresion en el receptor TLR4 en las alteraciones cardiovasculares en dos
modelos experimentales, a continuacion, se detallara la activacion de este receptor y la
cascada de sefializacion involucrada en su efecto.

El receptor TLR4, fue el primer TLR caracterizado en mamiferos y se encuentra
expresado principalmente en las células de sistema inmune innato (monocitos,
macrofagos y células dendriticas) y en células del sistema cardiovascular como las
células endoteliales y células musculares lisas. El receptor TLR4 se localiza en la
membrana celular, donde responde a sus ligandos especificos y activa una serie de vias
de sefializacion inflamatoria, siendo el unico receptor TLR en el que convergen las dos
vias de sefializacion mencionadas anteriormente, “Myddosome”y “Triffosome” (Bomfim
et al., 2015).

Para que se produzca la activacion del receptor TLR4, los DAMPs se unen, en
primer lugar, a la proteina de unién del LPS (LBP) que se sitia en la membrana
plasmatica colocalizada con el receptor TLR4. A continuacion, el complejo DAMPS-LPB
se une a otra proteina conocida como “cluster of differentiation 14” (CD14), que cataliza
la transferencia del DAMPS a un complejo preformado por el TLR4 y su correceptor
“myeloid differentiation protein 2” (MD2). Esta reaccion forma, finalmente el complejo
DAMPS/TLR4/MD2 que inicia una serie de sefiales intracelulares que desembocan en
el inicio de un proceso inflamatorio (Z. Xiao et al., 2020).

El complejo anterior recluta y activa la proteina adaptadora MyD88, y se inicia la
sefial de transduccién con la activacion de las vias del “nuclear factor-KB” (NF-kB) y
“mitogen-activated protein kinase” (MAPK). Finalmente, toda esta cadena de
sefalizacién intracelular induce la transcripcion del factor NF-KB, la proteina activadora
1 (AP-1), la produccion de diferentes citoquinas y quimiocinas proinflamatorias TNF-q,
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, MCP-1 y la generacion de especies reactivas de oxigeno (Bomfim
et al., 2015; Di et al., 2016; Molteni et al., 2018; S. Sharma et al., 2016a).

En los ultimos afos, el papel del receptor TLR4 en las respuestas inmunes y
patolégicas ha sido estudiado ampliamente (Lucas & Maes, 2013b). Esto, en parte, se
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debe a que exhibe multiples particularidades. Asi, se expresa tanto en la membrana
celular como en la endosémica, puede activar rutas de sefializacion dependientes e
independientes de MyD88, y puede reconocer un amplio rango de DAMPS (Mishra &
Pathak, 2019).

Ademas, se ha demostrado que el receptor TLR4 juega un papel importante en
el desarrollo de la patogénesis de enfermedades cardiovasculares como miocarditis,
infarto de miocardio, dano por isquemia-reperfusion, fallo cardiaco, alteraciones en las
valvulas aorticas, aterosclerosis e hipertension (Yu & Feng, 2018c). También se ha
sugerido que el TLR4, el MyD88 vy la posterior respuesta inflamatoria juegan un papel
esencial en la progresion de la hipertrofia cardiaca. El TLR4 y la cascada de sefalizacion
se encuentran sobreexpresados tanto en las zonas infartadas como en zonas lejanas a
la zona danada, después del infarto de miocardio (Adamczak et al., 2017; Z. Xiao et al.,
2020; Y. Yang et al., 2016). Igualmente, se ha propuesto que la alteracién en la onda de
pulso sanguineo que se produce en la hipertension arterial genera dafios en los vasos
sanguineos que activan el TLR4 y su cascada de sefializacion, produciendo la liberacion
de citoquinas proinflamatorias, que regulan la respuesta inflamatoria y la progresion de
la cardiopatia hipertensiva (Z. Xiao et al., 2020).

En el sistema vascular, el TLR4 expresado en el endotelio también juega un
papel crucial en el desarrollo de la disfuncion endotelial. Se ha demostrado que ratones
que carecen de TLR4, estan protegidos frente a la disfunciéon endotelial inducida por la
obesidad (Yu Wang et al., 2016a). Ademas, este receptor también se encuentra
involucrado en el desarrollo de la placa aterosclerética, ya que las LDL oxidadas tiene
la capacidad de activar este receptor y ademas esta involucrado la remodelacién de la
capa exterior de las arterias (Roshan et al., 2016b; Yu Wang et al., 2016a). Se ha
demostrado también que el bloqueo de estos receptores y sus cadenas de sefializacion
disminuyen la respuesta inflamatoria y dafio adicional en distintas patologias
cardiovasculares como se sefalara posteriormente en la discusion de los resultados de
esta Tesis Doctoral (Yu Wang et al., 2016a; Y. Yang et al., 2016).
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llustraciéon 4: Esquema de la cadena de activacion de TLR4 a través de la via de sefializacion de
MyD88. Modificada de BioRender.com
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Receptores de tipo NOD y el inflamasoma. Los receptores de tipo NOD (NLR)
son receptores citosolicos y reconocen una amplia variedad de sustratos como los
productos de las células necrosadas, iones y algunos productos microbianos. Hoy dia,
no se conocen con exactitud los mecanismos a través de los cuales esta familia de
receptores consigue detectar tantos signos y tan diversos de dafo o peligro. Se han
descrito 7 receptores de la familia NLR que se clasifican como: NLRP1, NLRP2, NLRP3,
NLRP6, NLRP7, NLRP12, NLRC4. Los NLR envian sefiales a través de un complejo
multiproteinico citosélico llamado inflamasoma, que activa una cadena de senalizacién
intracelular que desencadena también el proceso inflamatorio (Kumar et al., 2015; Ozaki
et al., 2015).

Desde la década pasada, los estudios sobre el papel del inflamasoma en la
inmunidad innata han ido en aumentando, mostrado que tienen un papel central en la
respuesta inmune. Los inflamasomas son complejos supramoleculares intracelulares,
compuestos por una molécula sensor “nucleotide-binding and oligomerization domain
(NOD)-like receptor” (NLR), una proteina adaptadora “adaptor apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD” (ASC), y una proteina efectora, pro-caspasa 1.
Después de la activacion de la molécula sensor del inflamasoma (NLR), el ASC se
autoasocia a él en una molécula llamada piroptosoma, que actiua como una plataforma
molecular para la activacion de la pro-caspasa 1, que se transforma en caspasa 1
madura e inicia la activacion y liberacion de proteinas de la familia Interleuquina 1
(Karan, 2018; Mangan et al., 2018).

El inflamasoma del “nucleotide-binding domain, leucine-rich-containing family,
pyrin domain-containing-3” (NLRP3), es el inflamasoma mas estudiado (de Zoete et al.,
2014).

Debido a que esta Tesis Doctoral se centra, entre otros, en el estudio del papel
que puedan tener los cambios de expresion en el NLRP3 en las alteraciones
cardiovasculares en dos modelos experimentales, a continuacién, se detallara la
activacion y la cascada de senalizacion llevada a cabo por el NLRP3.

EI NLRP3 es un complejo de tres moléculas, NLRP3, la proteina adaptativa ASC
y la proteasa pro-caspasa-1. De forma general, la activacion del NLRP3 produce un
aumento en el reclutamiento de ASC, que en consecuencia recluta pro-caspsa-1. Esta
pasa a su forma activa, caspasa-1. En su forma activa, esta enzima activa las pro-IL-1p
y pro-IL-18, en sus formas maduras. La activacion del inflamasoma NLRP3 causa
piroptosis, una muerte celular de tipo inflamatorio (Ozaki et al., 2015; Pinar et al., 2020a).

De forma mas detallada, la activacion del inflamasoma NLRP3 es un proceso
que consta de dos etapas:

e La primera etapa es conocida como “Priming” en la que se produce un aumento
de la expresion de los componentes del inflamasoma mencionados
anteriormente. Este aumento de la expresidn puede ser inducida a través de los
TLRs vy citoquinas proinflamatorias como TNF-a. Es importante senalar, que
aunque hay mucha informacion acerca de las sefales que aumentan la
expresion de los componentes del NLRP3, muchas de las rutas estan
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interrelacionadas y sobrepuestas y la informacién es, en ocasiones, dificil de
interpretar (Swanson et al., 2019). Algunos autores sefialan que los agonistas
del receptor TLR4 y ciertas citoquinas proinflamatorias aumentan los niveles de
ARN mensajero de NLRP3, IL-1B e IL-18 (Ozaki et al., 2015; Pinar et al., 2020b;
Suetomi et al., 2018; Swanson et al., 2019).

e La segunda etapa es la etapa de activacion. Una vez producidos los
componentes del inflamasoma, estos se deben ensamblar para formar la
molécula. Esta activacién se produce cuando la célula es sometida a un estimulo
activador. El inflamasoma del NLPR3 es activado en infecciones bacterianas,
viricas y fungicas, asi como en la inflamacion estéril mediada por DAMPs o la
exposicion a irritantes medioambientales. El factor comin en todos estos
activadores es que todos ellos inducen estrés celular, siendo este estrés celular
detectado por el NLRP3 (Mangan et al., 2018; Swanson et al., 2019).
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llustracién 5: Esquema de la activacion del NLRP3 a través de la via TLR4/MyD88. Elaborada y
modificada con BioRender.com

En la actualidad, se sigue estudiando qué vias celulares estan involucradas en
la activacion del NLRP3, y, actualmente, no hay todavia un consenso en el modo de
activacion del NLRP3. Sin embargo, se han propuesto varias sefiales activadoras como
cambios en los flujos celulares de potasio, cloro y calcio, disrupcion lisosomal, disfuncién
mitocondrial o0 cambios metabdlicos (Swanson et al., 2019).

La activacion de NLRP3 esta involucrada en las enfermedades cardiovasculares,
incluyendo el fallo cardiaco, y la isquemia miocardica (Pinar et al., 2020b; Suetomi et al.,
2018). Asi, se sabe que el NLRP3, ASC, Caspasa-1, IL-1B, e IL-18 se expresan y estan
liberadas en el medio extracelular en el miocardio dafiado (Pinar et al., 2020a; Zeng et
al., 2019). Otros estudios han establecido una fuerte relacion entre la activacion del
inflamasoma NLRP3 y la remodelacion adversa tras el fallo cardiaco (Pinar et al.,
2020b), e incluso estudios con ratones Knock-out tanto para la proteina ASC como para
la caspasa-1, mostraron un disminucion significativa en la zona infartada, y en la fibrosis,
asi como una mejor funcidon cardiaca mejorada después del dafo por
isquemia/reperfusion (Jahng et al., 2016; Pinar et al., 2020%; Zeng et al., 2019). Estudios
con tejidos humanos han demostrado también que los niveles de proteinas y ARN
mensajero del inflamasoma del NLRP3 en las células periféricas mononucleares
sanguineas son superiores en pacientes con alteraciones en las arterias coronarias,
especialmente en los que tenian un sindrome coronario agudo (Hoseini et al., 2018; Z.
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Wang et al., 2018). Ademas, la producciéon de IL-18 e IL-18, puede intensificar la
inflamacioén cardiaca y la formacion de la placa de ateroma, a través del aumento de
otras citoquinas y quimiocinas. Se ha descrito que el aumento de IL-1B, aumenta la
produccion de la quimiocina “monocyte chemo-attractant protein-1” (MCP-1) y “vascular
cell molecule 1”7 “VCAM-1) que participan en la adhesién de los leucocitos al endotelio
(Thomas & Grisanti, 2020).

En cuanto a los principales activadores del NLRP3 relacionados con el fallo
cardiaco, se ha propuesto que altos niveles de ATP, activan los receptores purinérgicos
P2X7 para causar un cambio en el flujo de potasio, promoviendo el ensamblamiento del
NLRP3 y el ASC. Ademas, también se ha asociado que la translocacion del ADN
mitocondrial al citosol con una activacion del inflamasoma y se ha sugerido que la
disfuncion mitocondrial y el ADN mitocondrial oxidado podrian actuar como activadores
del inflamasoma (Jahng et al., 2016; Pinar et al., 2020b).

Por otra parte, es importante sefialar, que gran parte de los mecanismos
asociados con la activacion del NLRP3, también son mecanismos que participan en el
desarrollo de la aterosclerosis (Hoseini et al., 2018). En un estudio llevado a cabo en
humanos se observé que los niveles de ARN mensajero de NLRP3 aumentaban
significativamente en las placas ateroscleréticas, en comparacion a vasos no
ateroscleréticos, siendo particularmente alta la expresion de NLRP3 en las zonas con
lesiones sintomaticas (Suetomi et al., 2018) Ademas el aumento de la expresion del
inflamasoma del NLRP3 predispone a la ruptura de la placa, ya que disminuye la
expresion de células musculares lisas vasculares y colageno, y aumenta la expresion
de macrdéfagos y lipidos (Hoseini et al., 2018).

Otros estudios también han mostrado que en ratones a los que se les habia
eliminado el gen del NLRP3, estaban protegidos de dafo inflamatorio vascular y la
disfuncion endotelial asociadas a la diabetes (C. A. Pereira et al., 2020).

1.5.3.Mediadores solubles de la respuesta inflamatoria: Citoquinas
proinflamatorias

Dentro de los mediadores solubles de la inflamacion, los mas conocidos y
estudiados son las citoquinas y quimiocinas, ya que representan el principal mecanismo
de comunicacion celular entre las diferentes ramas del sistema inmune (Goldberger et
al. 2019, Bartekova et al. 20182).

Las quimiocinas son citoquinas quimiotacticas, que controlan la migracion y
posicionamiento celular, a través del crecimiento, homeostasis y la inflamacion. Las
quimiocinas no solo guian a las células efectoras a los sitios de infeccion o inflamacion,
también coordinan la interaccién entre las diferentes células inmunes. Al hacer esto, las
quimiocinas promueve la interaccion entre el sistema inmune y el sistema adaptativo,
para ofrecer una respuesta inmune 6ptima (Sokol & Luster, 2015). Las quimiocinas
inflamatorias aumentan su expresion en tejidos dafados y son mediadores clave en las
reacciones inflamatorias, controlando la activacién y el trafico de los leucocitos (B. Chen
& Frangogiannis, 2020). La mayoria de las quimiocinas son secretadas en el espacio
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extracelular, donde permanecen en un estado soluble o estan unidas a componentes de
la matriz extracelular, por ello las quimiocinas o sus gradientes, son detectadas por las
células a través de receptores celulares (Sokol & Luster, 2015).

Las citoquinas son glicoproteinas, de bajo peso molecular, secretadas por
diferentes tipos de células. Se definen como transmisores quimicos, que median la
respuesta inflamatoria desde el lugar donde se ha producido la inflamacion al resto del
cuerpo. Principalmente reclutando células, como neutréfilos y monocitos, hacia el sitio
de inflamacion. También, estimulan la division, diferenciacion y proliferacion celular
(Amin et al., 2020; B. Chen & Frangogiannis, 2020). Las citoquinas proinflamatorias son
las responsables de la inflamacion aguda y las que estan envueltas en la inflamacion
cronica, sin embargo los estudios indican que diversas citoquinas tienen un papel tanto
en la inflamacion aguda como en la inflamacién cronica (Amin et al., 2020).

Las quimiocinas y citoquinas son mediadores del proceso inflamatorio muy
relacionadas entre si. De hecho, hay autores que no hacen tal diferenciacion,
refiriéndose a todas ellas como citoquinas. En esta Tesis Doctoral, utilizaremos el
termino de citoquina para referirnos a todos estos mediadores solubles de la
inflamacion.

Tabla 2: Familias de citoquinas. Adaptada de Achek et al., 2016

IL-1 a IL-38
Interleuquinas, SubfamiliaCXC
Citoquinas Subfamilia CC
Subfamilia CX3C
Subfamilia XC
Interferones Tipo I: IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k, IFN-w
(IFN) Tipo II: IFN-y
Familia del IL-1alL-5
IFN-y
factor de . . -
: Factor estimulador de colonias de granulocitos y
necrosis ]
macrofagos (GM-CSF)
tumoral (TNF) :
Preproencefalina
TNF-a
Linfotoxina-a (LT-a)
Linfocinas CD70
Ligando FAS (FasL)
CD30L, CD40L, 4-1BBL

Tras la activacion de los PRRs, las células liberan citoquinas proinflamatorias.
La produccion de citoquinas, promueve la entrada de células innatas efectoras como los
neutrofilos y monocitos, asi como la diferenciacion de estos ultimos a macréfagos (Sokol
& Luster, 2015). Este mecanismo permite la rapida amplificaciéon de la respuesta
inflamatoria y a su vez, la modulacion de la respuesta del sistema inmune (Sokol &
Luster, 2015). El equilibrio entre la producciéon de una respuesta inmune efectiva y el
dafo a los tejidos depende de una cuidadosa regulacién de estos intermediarios. De
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hecho, las citoquinas tienen una vida media corta, lo que sugiere que en condiciones
normales la mayor parte de estos mediadores son rapidamente eliminados. Sin
embargo, en determinadas condiciones, las citoquinas se pueden liberar en tal cantidad
que producen efectos sistémicos, produciendo lo que se conoce como “tormenta de
citoquinas” (Goldberger et al., 2019; Varela et al., 2018).

Multiples autores han incidido en el papel perjudicicial que tiene la persistente
presencia de estos mediadores quimicos en el organismo, ya que favorece la ampliacion
y gravedad del dafio en los tejidos (de Zoete et al., 2014; L. Li et al., 2019; Yu Wang et
al., 2016b). Los mediadores mas importantes de la inflamaciéon aguda son las aminas
vasoactivas, productos lipidicos (prostagladinas y leucotrienos), citoquinas, y productos
de la activacion del complemento. Estos mediadores producen una potente respuesta
inflamatoria a través de diversos mecanismos (Kumar et al., 2015). Asi mismo, se ha
asociado a estos mediadores con el desarrollo de diferentes enfermedades
cardiovasculares como las enfermedades coronarias, el desarrollo de la placa
aterosclerotica y cardiopatias, entre otras (Mann, 2015).

Las citoquinas proinflamatorias fueron las primeras moléculas relacionadas con
el desarrollo una disfuncién del ventriculo izquierdo, durante la inflamacion sistémica
que se produce durante la sepsis (Etchecopar-Chevreuil et al., 2008; Briasoulis et al.,
2016). Este dafo cardiovascular ha sido posteriormente confirmado con numerosos
estudios, implicandose la existencia de niveles elevados de citoquinas proinflamatorias
con la disfuncién cardiaca en dafios por isquemia reperfusion, infarto de miocardio,
miocarditis (Segiet et al., 2019), asi como en la remodelacién cardiaca (Hanna &
Frangogiannis, 2020; Thomas & Grisanti, 2020). Mas aun, también se ha descrito que
las citoquinas proinflamatorias, promueven alteraciones estructurales y eléctricas en la
zona del atrio cardiaco, a través de cambios en las diferentes conexinas y la activacion
de los fibroblastos, lo que finalmente produce alteraciones en la contraccién cardiaca y
degenera en una contraccion y conduccion deficiente de los impulsos eléctricos (Van
Linthout & Tschope, 2017). De manera particular, las citoquinas IL-18 e IL-18 han sido
involucradas en el dano miocardico. En el caso de la IL-1B, esta citoquina produce un
aumento de la expresion de la éxido nitrico sintasa, inicia la migracién y maduracion de
los leucocitos al lugar donde se ha producido el dafio, y estimula la sintesis de otras
citoquinas proinflamatorias. Ademas, se le ha implicado en la remodelacion cardiaca
después de sufrir una isquemia, y cambios en la contractilidad y relajacion del ventriculo
izquierdo. También se ha observado que la inhibicion de esta citoquina suprime la
progresion del fallo cardiaco (Mann, 2015). El aumento en los niveles de IL-18 también
se ha documentado en el plasma de pacientes que han sufrido un infarto agudo de
miocardio, o tienen sindromes agudos coronarios (Gullestad et al., 2012) y en animales
a los que se les ha inducido un dafio en el miocardio (Bartekova et al., 2018). Hay
autores que, ademas, han relacionado el aumento de la IL-18 con disfuncion diastdlica
y taquicardia ventricular (A. Gupta et al., 2021). Otros estudios han observado que el
aumento significativo de esta citoquina, tras el estimulo cardiaco de receptores
adrenérgicos, se correlaciona con el inicio de la inflamacion cardiaca, todo ello mediado
por el inflamasoma del NLRP3 (H. Xiao et al., 2018; Xin et al., 2020). De la misma
manera, se ha propuesto que la IL-1a, producida por el inflamasoma NLRP3 en
cardiomiocitos necroticos, puede estimular la sintesis de quimiocinas en macréfagos,
células vasculares y fibroblastos a través de una via de senalizacion dependiente del
MyD88 (B. Chen & Frangogiannis, 2020; Hanna & Frangogiannis, 2020). La citoquina,

34



Introduccion

MCP-1 ha llamado la atencién porque su expresion aumenta en modelos de fallo,
remodelacion y dafo cardiaco y que su modulacion atenua el desarrollo de la disfuncion
diastdlica y la fibrosis cardiaca (Haixia Zhang et al., 2022). Segun la literatura existente,
la IL-6 tambien esta asociada a diversos tipos de enfermedades cardiovasculares,
incluyendo el infarto agudo de miocardio y cardiomiopatias de diferentes origenes (Gui
& Rabkin, 2023; Liao et al., 2018). Sin embargo, también se ha sugerido que esta
citoquina tiene un papel importante en la reparacion de los tejidos después de un infarto
de miocardio, asi como un efecto cardiprotector en el precondicionamiento isquémico
(Bartekova et al., 2018). Las citoquinas MIP-1a, RANTES y MCP-1 también estan
aumentadas en lesiones ateroscleréticas, como respuesta a un estimulo inflamatorio (de
Jager et al., 2012; Sokol & Luster, 2015).

Por ultimo, las citoquinas también tienen la capacidad de estimular la disfunciéon
microvascular, como en el caso de la disfuncién del lecho coronario (Amin et al., 2020),
ya que en las células endoteliales cardiacas las citoquinas proinflamatorias producen su
activacion, y posteriormente su apoptosis mediante el aumento de EROs (Van Linthout
& Tschope, 2017).

Sin embargo, y a pesar de los multiples estudios al respecto, hay que sefalar
que, actualmente, se desconocen los mecanismos exactos por los que las citoquinas
proinflamatorias desarrollan los dafos cardiacos y vasculares, ya que todos los tipos de
células presentes en el corazon tienen la capacidad de producir un amplio rango de
citoquinas y quimiocinas que modulan el fenotipo y funcidon de todas las células
miocardicas. Esto, a su vez, dificulta la implementacion de estrategias terapéuticas.

Si bien los mecanismos que inician la respuesta inflamatoria estan bien
caracterizados, la resolucion de la inflamacién no es un proceso bien caracterizado. Una
vez que el dafio inicial se ha eliminado, la fase inflamatoria aguda finaliza y se inicia la
fase proliferativa. En la actualidad, se ha caracterizado que, tras la respuesta inicial, los
neutrdfilos reclutados son eliminados a través de la apoptosis o necrosis, lo que libera
mediadores como las lipoxinas y resolvinas. La eliminaciéon de este tipo de células
produce la activacién del fenotipo M2 en los macréfagos, estos macrofagos secretan
mediadores como el “Transforming growth factor-B” (TGF- ), e IL-10. Estos mediadores
favorecen la reparacion del tejido dafiado y la supresion de la respuesta inflamatoria.

Asimismo, durante la fase proliferativa hay una abundante infiltracion de fibroblastos
y células vasculares, debido a la supresién de la senalizacion de la IL-1B. Los
fibroblastos son un tipo de células que deben migrar a los sitios donde se ha producido
la muerte de los miocitos cardiacos, la proliferacion de estas células es muy importante
en esta etapa inflamatoria, dado que posteriormente se diferencian a miofibroblastos,
que se caracterizan por la expresion de proteinas contractiles y la habilidad para
secretar grandes cantidades de proteinas de matriz, para la formacién de la cicatriz
fibrética.

La respuesta inflamatoria, finaliza con la fase madurativa, en la que se produce una
cicatriz fibrética madura. Sin embargo, hoy en dia los mecanismos detras de este
proceso no se conocen.
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1.6. Inhibidores de los receptores TLR como nuevas
estrategias terapéuticas en enfermedades de base inflamatoria.

Como se ha comentado en apartados anteriores de esta Introduccion, la
sobreactivacion de las vias de los receptores TLR se ha vinculado a la patogénesis de
muchas enfermedades cronicas de base inflamatoria que conllevan complicaciones
cardiovasculares. Por tanto, la inhibicion de las vias de sefalizacion mediadas por TLR
comienza a considerarse una estrategia terapéutica eficaz para suprimir esta respuesta
inflamatoria y, por ello, ser util para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares
asociadas a las mismas.

En general, la inhibicién de los receptores TLR puede lograrse mediante dos
estrategias principales. La primera es bloquear la unién de los ligandos TLR al receptor,
y la segunda consiste en interferir en las vias de sefalizacién intracelular.

A continuacion, se describen brevemente los principales grupos de antagonistas
de los receptores TLR y sus posibles aplicaciones tanto a nivel experimental como
clinico. Se hara hincapié en aquellos que bloquean el receptor TLR4, dado que son los
mas relacionados con esta Tesis Doctoral.

1.6.1. Inhibicion mediante farmacos de pequeno peso molecular

Los inhibidores de pequefio peso molecular (small molecules, segun su
denominacién en inglés) son farmacos, sintéticos o de origen natural, caracterizados por
su pequefio tamano comparado con las macrobiomoléculas (anticuerpos, proteinas),
que tienen actividad inhibidora de la sefal de traduccion de receptores TLR. Sus
propiedades farmacocinéticas y sus limitadas dimensiones les permiten atravesar las
membranas celulares y actuar sobre proteinas adaptadoras intracelulares u otros
mediadores de las vias de sefalizacion de la activacion de los receptores TLR. Suelen
tener una buena biodisponibilidad, pero poca especificidad.

Estas moléculas son bases débiles y tienden a acumularse en los
compartimentos intracelulares acidos como endosomas y lisosomas, siendo capaces de
modular el pH en estas vesiculas. La modulacién del pH puede conducir a la supresion
en la presentacion de autoantigenos, el bloqueo de la sefalizacién por la activacion de
receptores TLR endosémicos (TLR7, TLR8 y TLR9) y a la disminucién de la produccion
de citoquinas (Fox, 1996; Kuznik et al.,, 2011; Wozniacka et al., 2008). Otros
mecanismos propuestos en la accion de estas moléculas incluyen la inhibicién de la
senalizacion MAPK y de la fosfolipasa A2, asi como la reduccion de la matriz
metaloproteinasa-9 (MMP-9) (Kim et al., 2006; Lesiak et al., 2010; Loffler et al., 1985;
Weber et al., 2002; Wozniacka et al., 2008). Todos estos mecanismos de accion les
confieren su actividad antiinflamatoria e inmunosupresora.

Dentro de este grupo de antagonistas de receptores TLR tenemos las siguientes

moléculas: Cloroquina, hidroxicloroquina, quinacrina, CpG-52364, SM934, ST2825,
TAK-242, valsartan, candesartan, fluvastatina, simvastatina y atorvastatina.
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Los inhibidores de pequefio peso molecuar han demostrado utilidad en distintas
enfermedades autoinmunes e inflamatorias. En cuanto a enfermedades
cardiovasculares, la cloroquina ha sido util para reducir el riesgo de insuficiencia renal
inducida por sepsis (Yasuda et al., 2008), y, en estudios preclinicos, el pretratamiento
con este inhibidor ha demostrado mejorar los sintomas de la isquemia cerebral global
transitoria (Cui et al., 2013). Por otra parte, se ha observado que, a largo plazo, la
hidroxicloroquina mejora la hipertensién y los sintomas de la disfuncién endotelial adrtica
en un modelo animal de lupus (Gémez-Guzman et al., 2014).

En los ultimos afios, se han desarrollado nuevos farmacos inhibidores dirigidos
a la sefalizacion endosomal de la activacion de los receptores TLR7, TLR8 y TLRO.
Entre las nuevas moléculas desarrolladas se encuentra CpG-52364 que es un derivado
de la quinacrina (W. Gao et al., 2017). Esta molécula presenta una mayor eficacia que
las anteriores y ha mostrado menos efectos secundarios, e incluso llego a evaluarse en
un ensayo clinico de fase | (Hou et al., 2011; D. Hu et al., 2015).

Otra molécula interesante desarrollada dentro de este grupo de farmacos esl
SM934, un nuevo analogo de la artemisinina, dirigido contra TLR7 y TLR9. Los estudios
han demostrado los efectos antiinflamatorios e inmunosupresores de SM934
administrado por via oral en modelos experimentales de lupus (Hou et al., 2011; Wu et
al., 2016).

El agente ST2825 es un compuesto peptidomimético con una actividad
inhibidora sobre la dimerizacion de MyD88 y el reclutamiento de la quinasa asociada al
receptor de interleuquina-1 (IRAK1) e IRAK4 (Loiarro et al., 2007). Esta nueva molécula
suprime la proliferacién y diferenciacion de células B inducida por TLR9 y su
diferenciacion en células plasmaticas, asi como, asi como la produccion de
autoanticuerpos (Capolunghi et al., 2010). Aunque ST2825 se utiliza principalmente
como agente experimental, proporciona evidencia de que inhibe MyD88 (el adaptador
universal utilizado por TLR (excepto TLR3) como posible diana terapéutica para tratar a
pacientes con lupus eritematoso y otras posibles enfermedades autoinmunes.

Por otra parte, ademas de la modulacion de la sefalizacion intracelular, los
receptores TLR2 y TLR4 son otras dos dianas importantes para el posible efecto
terapéutico de los inhibidores de pequenas moléculas.

TAK-242, también conocido como Resatorvid es un inhibidor dirigido a las vias
de sefalizacion del receptor TLR4 (Matsunaga et al., 2011). Este compuesto se une a
la cisteina 747 en el dominio TIR intracelular del receptor TLR4, bloqueando su
interaccion con las proteinas adaptadoras TIRy TRIF. El TAK-242 llego a evaluarse en
clinica, desarrollandose dos ensayos clinicos de fase Ill NCT00143611 para la sepsis
grave y NCT00633477 para la insuficiencia cardiovascular y respiratoria inducida por
sepsis. En el primer ensayo, aunque el farmaco fue bien tolerado, no se logré con su
administracién suprimirlos niveles séricos de citocinas (IL-6, IL-8 y TNFa) en los
pacientes con sepsis (Rice et al.,2010). El segundo ensayo se interrumpié por motivos
comerciales. No se han llevado a cabo mas estudios clinicos con este inhibidor desde
entonces.

En los ultimos afios, los antagonistas de los receptores de la angiotensina Il
(ARA-II) y las estatinas han mostrado su actividad inhibidora sobre la sefializacién de
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las vias de los receptores TLR2 y TLR4. Asi, valsartan puede disminuir la liberacion de
citocinas proinflamatorias y el tamafo del infarto al inhibir la sefializacién de TLR4 (J.
Yang et al., 2009), mientras que candesartan puede suprimir la sefalizacién de la
activacion de las vias de los receptores TLR2 y TLR4 inducidas por sepsis (Dasu et al.,
2009).

Las estatinas, son una clase de farmacos hipolipemiantes de amplia utilidad
desde hace anos. Entre ellas, fluvastatina, simvastatina y atorvastatina han demostrado
potente actividad inhibidora sobre la via del receptor TLR4 siendo estos farmacos de
utilidad para reducir la inflamacion a nivel vascular (Fang et al., 2014; Féldes et al., 2008;
Methe et al., 2005).

1.6.2. Anticuerpos anti-TLR

Debido a su alta especificidad, los anticuerpos se han utilizado ampliamente
como herramientas bioldgicas para sondear con precision determinadas moléculas. En
aplicaciones terapéuticas, pueden disefiarse para neutralizar efectores solubles,
bloquear la union de receptores para detener la transduccion de senales o inducir
citotoxicidad selectiva (Suzuki et al.,, 2015). La caracteristica mas atractiva de los
anticuerpos terapéuticos es su mayor especificidad frente a las dianas farmacolégicas
en comparacion con otro tipo de farmacos, por lo que hoy en dia estan recibiendo una
gran atencion, especialmente para la inmunoterapia. Sin embargo, el principal problema
de estas moléculas sigue siendo su dificultad de fabricacion y vehiculizacién, su escasa
penetracion celular y tisular, y los riesgos de inmunogenicidad (Chames et al., 2009).

En cuanto a la inhibicion de la sefalizacién de las vias TLR, los anticuerpos estan
disefiados como antagonistas, con el objeto de bloquear la unién de los ligandos a sus
receptores TLR especificos.

Dentro de este grupo de antagonistas de receptores TLR tenemos las siguientes
moléculas: OPN-305, T2.5, NI-0101 Y 1A6.

Un avance prometedor es OPN-305, es el primer anticuerpo monoclonal IgG4
totalmente humanizado especifico para el receptor TLR2. Los estudios preclinicos han
demostrado la potencia de este compuesto para bloquear la produccién de citocinas
proinflamatorias mediadas por la activacion del receptor TLR2 in vitro y en modelos de
isquemia-reperfusion renal y cardiaca (Arslan et al., 2012; Farrar et al., 2012).. Ademas,
los datos de un estudio de fase | con OPN-305 sugieren que esta molécula es un
tratamiento eficaz y bien tolerado para la prevencién de lesiones por isquemia-
reperfusion en trasplantes de 6rganos sélidos (Reilly et al., 2013).

T2.5 es otro anticuerpo anti-TLR2 con potencial terapéutico, capaz de aumentar
la supervivencia de los animales en un modelo de sindrome de shock severo por
endotoxemia (G. Meng et al., 2004). Una terapia combinada de T2.5 con 1A6 (un
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anticuerpo anti-TLR4) ha demostrado también efectos beneficiosos en un modelo de
ratén con sepsis (Spiller et al., 2008). Ademas de los modelos de sepsis, el tratamiento
con T2.5 disminuye la muerte neuronal y las respuestas inflamatorias en un modelo de
isquemia cerebral transitoria (Ziegler et al., 2011), y es capaz también de prevenir la
fibrosis cardiaca inducida por angiotensina |l mediante la supresién del reclutamiento de
macrofagos y la inflamacion a ese nivel (Wang et al., 2014). De momento, T2.5 no ha
tenido desarrollo clinico, pero sigue siendo una buena herramienta experimental.

NI-0101 es el primer anticuerpo monoclonal para el receptor TLR4 que ha
entrado en desarrollo clinico. Puede inhibir potentemente la sefializacion de la via del
receptor TLR4, independientemente del ligando que la estimule (Monnet et al., 2015).
NI- 0101 ha tenido resultados prometedores en un ensayo clinico de fase |
(NCT01808469) en prevenir los sintomas gripales tras la administracion de LPS, siendo
bien tolerado a varias dosis ensayadas, y bloqueando con eficacia la liberacion de
citoquinas tanto in vivo como in vitro (Monnet et al., 2015). Datos recientes también han
demostrado que este anticuerpo anti-TLR4 mejora la sintomatologia en artritis
reumatoide (Hatterer et al.,, 2016), estando en este momento en marcha un ensayo
clinico de fase Il en pacientes con esta patologia.

Otro anticuerpo monoclonal anti-TLR4 es 1A6, que se dirige a la porciéon del
factor 2 extracelular de diferenciacion mieloide TLR4 (MD2) (Spiller et al., 2008). En un
estudio preclinico, 1A6 mostré un efecto protector en el shock séptico (Lima et al., 2015;
Spiller et al., 2008). Ademas, en un modelo experimental de colitis ulcerosa 1A6 mejord
la la inflamacion y previno la progresion de la inflamacion intestinal (Ungaro et al., 2009).

1.6.3. Oligonucledtidos

Dado que los receptores TLR endosomales reconocen principalmente
estructuras de acidos nucleicos, los oligonucleétidos frente a determinadas secuencias
podrian bloquear estos receptores TLR endosomales. Estos oligonucleétidos podrian
interferir en la union de los ligandos con el receptor TLR endosomal y, por lo tanto,
bloquear la transduccion de la seial.

Se han desarrollado varios antagonistas de los TLR basados en
oligonucledtidos: IRS-954, DV-1179, IMO-3100, IMO-8400, IMO-9200, IHN-ODN 2088
Y IHN-ODN-24888.

IRS-954 se desarrolld a partir de dos moléculas disefiadas previamente, IRS-661
(especifico de receptor TLR7) e IRS-869 (especifico de receptor TLR9), con el fin de
disefiar una molécula antagonista doble para el tratamiento del Lupus eritematoso
(Barrat et al., 2005). Este oligonucledtido, IRS-954 ha resultado eficaz en estudios
preclinicos para mejorar la produccion de IFN-a, de autoanticuerpos y de mejora de la
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sintomatologia en modelos de lupus eritematoso (Barrat et al., 2007), siendo también
capaz de reducir la resistencia a los glucocorticoides mediada por la activacion de las
vias de los receptores TLR7 y TLR9 en esta enfermedad (Guiducci et al., 2010). Aunque
el IRS-954 ha mostrado una prometedora eficacia terapéutica preclinica, hasta la fecha
no se han documentado avances en su desarrollo clinico. Otro antagonista dual de
receptores TLR7 y TLR9 desarrollado, el DV-1179, ha sido ensayado en un estudio de
fase Ib/lla para comprobar su seguridad tanto en voluntarios sanos como en pacientes
con lupus eritematoso activo (W. Gao et al., 2017b) pero, aunque fue bien tolerado por
los pacientes, no logré reducir los niveles de IFN-a de la manera esperada.

El compuesto IMO-3100 es también un antagonista dual de receptores TLR7 y
TLR9. En estudios preclinicos en un modelo de ratén de psoriasis inducida por IL-23,
IMO-3100 fue capaz de reducir la expresion de genes inflamatorios (Suarez-Farinas et
al., 2013). En este momento este compuesto estd en fase de ensayos clinicos
(NCT01622348).

IMO-8400 e IMO-9200 son capaces de inhibir los receptores TLR7, TLR8 y TLR9
y son compuestos actualmente en fases de desarrollo. Ademas, IMO-8400 ha sido
eficaz en la prevencion de la inflamacion y el desarrollo de la enfermedad en modelos
de ratén de lupus y psoriasis (Jiang et al., 2012; Zhu et al., 2012; Suarez-Farinas et al.
et al., 2013). En la actualidad se estan llevando a cabo con él dos ensayos clinicos de
fase Il para el tratamiento de la psoriasis en placas (NCT01899729) y la dermatomiositis
(NCT02612857).

Hay otros oligonucleétidos inmunorreguladores en fase de desarrollo preclinico. Asi, el
oligonucleétido inhibidor IHNODN 2088 es un potente antagonista de TLR9, y en ratas
SHR ha sido capaz de reducir la presion arterial sistélica (McCarthy et al., 2015). El INH-
ODN-24888, antagonista de receptores TLR7 yTLR9 ha mostrado un efecto beneficioso
en el lupus eritematoso (Rémmler et al., 2015).

1.6.4. Analogos del Lipido A

Un grupo especial de antagonistas de TLR son los analogos del lipido A, dirigidos
especificamente contra el receptor TLR4. El lipido A es un componente lipidico del LPS
que contribuye a su toxicidad. Dado que la estructura del lipido A esta muy conservada
en endotoxinas, es un motivo estructural reconocido especificamente por TLR4 y se ha
convertido en una atractiva diana terapéutica para regular la activacion de este receptor
(Rietschel et al., 1994).

Dentro de este grupo de antagonistas, se han desarrollado diferentes farmacos,
entre los que destaca eritoran, un analogo sintético del lipido A. Es probablemente el
desarrollo clinico mas prometedor, aunque a la vez también decepcionante, de un
antagonista de receptores TLR4 (Rietschel et al., 1994).
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La base de la actividad de este tipo de derivados se sustenta en su capacidad
de unién competitiva al correceptor MD2 debido a su similitud estructural con el ligando
natural, lipido A, lo que a su vez impide la union del LPS y bloquea la induccién de la
sefalizacion del receptor TLR4 (Park et al., 2009). Eritoran es la segunda generacion
de su clase, un compuesto de mayor potencia debido a una mayor duracién de accion,
mayor solubilidad en agua y mejor estabilidad quimica, unido a una sintesis quimica
mas sencilla. Estudios preclinicos indicaron que eritoran reducia la activacion del NF-kB
inducida por el LPS, inhibiendo asi la produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-q,
IL-1B, IL-6 e IL-8) in vitro y en modelos animales (Mullarkey et al., 2003). En un estudio
clinico de fase | en voluntarios sanos, el tratamiento con eritoran disminuyé eficazmente
los niveles de TNF-a e IL-6 en sangre, redujo los recuentos de glébulos blancos, los
niveles de proteina C reactiva, y disminuyo los sintomas clinicos asociados a la sepsis.
(Rossignol et al., 2004, 2008). Posteriormente, se sometié a un estudio aleatorizado
doble ciego, multicéntrico de fase Il (NCT00046072) para tratar a pacientes sépticos en
estado critico con alto riesgo previsto de mortalidad; los resultados fueron positivos, ya
que el tratamiento intravenoso de eritoran a la dosis de 105 mg condujo a una tendencia
hacia una menor mortalidad (Tidswell et al., 2010). Lamentablemente, el ensayo de fase
Il (ACCESS, NCT00334828) de eritoran en pacientes con sepsis grave fracaso ya que
este farmaco no redujo la mortalidad de los pacientes (Opal et al., 2013). En
consecuencia, la compania decidioé renunciar a lanzar el farmaco al mercado.

Aparte del tratamiento de la sepsis, otros estudios han indicado que el eritoran
podria ser terapéuticamente beneficioso para otras enfermedades inflamatorias. De
hecho, un estudio ha demostrado que el eritoran podria prevenir la muerte inducida por
la gripe en un modelo de ratén, en el que mejord los sintomas clinicos e inhibia la
produccion de citoquinas (TNF-a, IL-18, CXCL1 e IL-6) y redujo la carga viral (Shirey et
al., 2013). Otros estudios han demostrado la eficacia terapéutica del eritoran en varios
modelos de enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, el eritoran pudo reducir la
hipertrofia cardiaca en un modelo de ratén de constriccion aortica (Ehrentraut et al.,
2011), y atenuar la produccién de citoquinas la produccién de citoquinas inflamatorias y
la lesidon miocardica por isquema-reperfusion en un modelo de rata (Shimamoto et al.,
2006). Ademas, el eritoran también podria efectos protectores sobre la lesion renal por
isquemia-reperfusion (Liu et al., 2010).

1.6.5. Inhibidores miRNA

Los microARNs (miARNs) son pequefios fragmentos de ARN endégeno (~22
nucledtidos), no codificantes, con funciones reguladoras postranscripcionales para
ajustar con precision la expresion génica (Bartel, 2009). Dado que los miARN intervienen
en la regulacién de diversos procesos bioldgicos y se asocian a la patogénesis de
muchas enfermedades, han surgido como nuevas herramientas terapéuticas.

Hasta la fecha, se han identificado unos 20 miRNAs implicados en la regulacion
de las vias de senalizacion de receptores TLR (He et al., 2014). Entre ellos, miR-146a,
miR-155, y miR-21 son los tres miRNAs que han recibido gran atencion por sus
funciones reguladoras en la sefializacién de las vias de los receptores TLR (Quinn &
O’Neill, 2011; N. Shen et al., 2012).
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MiR-146a inhibia la traduccién de los genes TRAF6 y de IRAK1, ambos en la via
de sefializaciéon intracelular del TLR4 (Taganov et al., 2006). Otros estudios han
demostrado que miR-146a podria desempefiar un papel beneficioso en el lupus
eritematoso, e incluso en la artritis reumatoide debido a su efecto inmunosupresor
(Boldin et al., 2011; Pan et al., 2012).

Tanto miR-21 como miR-155 se identificaron originalmente como "onco-miR",
pero mas tarde se descubrid que tenian una nueva funcion en la regulacién de la
sefializacion TLR vy la inflamacion (O'Connell et al., 2007; Sheedy et al., 2010). En
concreto miR-21 podria aumentar la produccion de la citoquina antiinflamatoria IL-10
mediante la reduccién de la expresién del gen de la muerte celular programada 4
(PDCD4), actuando como regulador negativo de la respuesta inflamatoria (Sheedy et
al., 2010).

Por ultimo, miR-155 parece tener funciones controvertidas en el control de la
inflamacién, ya que estudios preclinicos han mostrado tanto su efecto antinflamatorio
(Tili et al.,2007), como riesgo de inmunogenicidad con su administracion (O’Connell et
al., 2010).

1.6.6. Nano-antagonistas TLR

En la actualidad los nano-moléculas estan emergiendo como una nueva clase
de potentes inhibidores de receptores TLR que pueden dirigirse a una o varias vias de
sefalizacion de estos receptores. Una caracteristica distintiva de estas moléculas es
que la bioactividad procede de sus propiedades intrinsecas, y no de transportar un
agente terapéutico, por lo que pueden adaptarse a las diferentes necesidades clinicas.
Esta caracteristica, convierte a los nano antagonistas de receptores TLR en una clase
especial de farmacos (o "nanofarmacos") como nanoterapéuticos de nueva generacion.
Debido a esto, en la actualidad se encuentran en fase de investigacion preclinica
muchos de estos prototipos, donde se estd evaluando su farmacocinética y
farmacodinamia. Se espera que estos nuevos inhibidores tengan una mejor
biodistribucion, para conseguir el perfil farmacocinético y farmacodinamico deseado.

Dentro de este grupo de nano-antagonistas, se han desarrollado varias
moléculas: NAHNP (nanoparticula de heparina no anticoagulante conjugada con
lipidos), HDL-Like NP (nanoparticula similar a la lipoproteina de alta densidad, HDL),
Bare GNP (nanoparticula de oro no recubierta), 11-NP (nanoparticula de oro recubierta
de glicolipidos), P12 (nanoparticula de oro recubierta de péptidos).

NAHNP es la nanoparticula de heparina no anticoagulante conjugada con lipidos
(Babazada et al., 2014). Ademas de su conocida funcidén anticoagulante, la heparina
tiene una actividad antiinflamatoria reconocida por su capacidad para unirse e inhibir
diversas citoquinas, factores de crecimiento y enzimas que intervienen en la inflamacion.
Estas nanoparticulas suprimen la activacion de NF-kB dependiente de MyD88 e inhiben
la produccion de citoquinas en macrofagos de ratén (Babazada et al., 2014).
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HDL-Like NP ha sido desarrollado como un antagonista de receptores TLR4 y
ha sido capaz de reducir la inflamacién en modelos de sepsis (L. Guo et al., 2013; Pajkrt
et al., 1996).

Las nanoparticulas de oro (GNP) han llamado mucho la atencién en
nanomedicina, debido a su facilidad de fabricacion y funcionalizacion, estabilidad
quimica, excelentes propiedades fisicas fototérmicas y buena biocompatibilidad
(Pedrosa et al., 2015). Un avance interesante en este campo ha sido el desarrollo de
"nanoinhibidores" para la senalizacion de receptores TLR basados en GNP. Estas
nuevas moléculas han sido capaces de mejorar la respuesta inflamatoria ocular inducida
por LPS y reducir el dafio oxidativo en el iris (D. V. Pereira et al., 2012). En otro estudio,
se desarrolld6 un sistema GNP catidénico recubierto de glicolipidos como nuevo
antagonista de receptores TLR4 (Rodriguez Lavado et al., 2014) capaz de mejorar la
respuesta inflamatoria en modelos preclinicos de sepsis.

Por ultimo, se ha desarrollado un nuevo sistema hibrido de nanoparticulas de
oro recubiertas con una capa de hexapéptido para mejorar la estabilidad fisiologica,
cambiar las caracteristicas fisicoquimicas de la superficie y permitir la actividad biologica
(H. Yang et al., 2011, 2013). Asi, se ha desarrollado un potente inhibidor multi-TLRs,
que no solo inhibe las dos vias de sefalizacion de la activacion del receptor TLR4, sino
que también inhibe las vias de activacion de los receptores TLR2, TLR3 y TLRS (Yang
et al., 2015). Esta nanoparticula ejerce su accién antiinflamatoria, reduciendo la
produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-12p40, MCP-1, e IFN-y), y aumentando la
citoquina antiinflamatoria IL-1RA, tras una sepsis. La eficacia in vivo de P12 también se
ha investigado con un modelo murino de inflamacién intestinal; donde se descubrié que
el tratamiento con P12 podia reducir la pérdida de peso de los animales, mejorar el
indice de actividad de la enfermedad y mejorar la inflamacioén del colon (H. Yang et al.,
2016).

Para finalizar, hay que sefalar que, aunque estas nanoparticulas de oro son
prometedoras como nuevos farmacos, no son biodegradables, con lo que todavia su
empleo es una preocupacion por la seguridad de su uso a largo plazo.

Como se deduce de lo expuesto en este apartado, en los ultimos anos se estan
realizando multiples esfuerzos para desarrollar antagonistas de los receptores TLR, y
concretamente de los receptores TLR4 y sus cadenas de sefializacion (S. Sharma et al.,
2016b). Sin embargo, solo unos pocos de estos antagonistas estan disponibles para su
posible uso en clinica, ya que la mayoria de los antagonistas o inhibidores no se han
evaluado en estudios clinicos o bien no han superado estas fases (W. Gao etal., 2017b;
Miguel M Garcia et al., 2020). Por ello, es de interés continuar con la busqueda de
posibles farmacos que modulen esta diana farmacologia y constituyan la base para el
desarrollo de nuevos tratamientos prometedores, reduciendo la polifarmacia y
repercutiendo probablemente en el uso de medicamentos en humerosas patologias.

Para la inhibicion de receptores TLR4 se ha utilizado el agente denominado
TLR4-PA1 (yoduro de N-(3,4-bis-tetradeciloxi-bencil)-N-ciclopentil-N,N-dimetil amonio
(CAS 1202208-36-3). Se trata de un compuesto sintético descrito originalmente por
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Francesco Peri (Piazza et al., 2009), siendo una sal de becilamonio de naturaleza anfifila
que mimetiza fragmentos moleculares claves del PAMP natural, lipido-A, siendo
reconocido en el proceso de activacion de TLR4 por la proteina correceptora CD14
asociada a dicho receptor (Arroyo-Espliguero et al., 2004), ejerciendo un efecto
antagonista (Peri & Piazza, 2012). Para el desarrollo de los experimentos el compuesto
fue proporcionado por el Dr. Ernesto Quesada (IQM-CSIC). La identidad estructural y la
pureza del compuesto fueron determinadas mediante resonancia magnética nuclear
(RMN) y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). El compuesto TLR4-A1 ya ha
sido probado con anterioridad en diversos estudios realizados por nuestro grupo en
modelos animales donde esta pauta de administracién ha sido eficaz en reducir diversos
signos nociceptivos (Ferreira-Gomes et al., 2021; M M Garcia et al., 2017).
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Hipétesis y Objetivos

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de defuncién en el
mundo y se cobran 17,9 millones de vidas cada afio. En la actualidad, la prevalencia de
estas enfermedades aumenta tanto en los paises desarrollados, como en los paises en
vias de desarrollo, por lo que su control y tratamiento siguen suponiendo un desafio
tanto para la ciencia como para las instituciones sanitarias.

Las mejoras en el tratamiento del cancer han mejorado la tasa de supervivencia
de los pacientes que reciben estos tratamientos, sin embargo, se estan descubriendo
nuevos efectos secundarios a medio y largo plazo del tratamiento con estos farmacos
desconocidos hasta ahora. En la actualidad, el conocimiento, tratamiento y prevencion
de las complicaciones cardiovasculares causadas por farmacos antitumorales suponen
un nuevo reto, ya que en la actualidad la mayoria los grupos de antitumorales producen
efectos adversos sobre el sistema cardiovascular, lo que ha obliga a buscar terapias
que puedan ayudar a limitar estos efectos secundarios en los pacientes que tienen que
reciben un tratamiento quimioterapéutico.

En Espana, la prevalencia del SM oscila entre el 22,7% y el 31%). Esto significa
que entre un cuarto y un tercio de la poblacion espafola padece esta patologia, siendo
las complicaciones cardiovasculares asociadas a este sindrome una de las mayores
causas de morbimortalidad en estos pacientes, que conlleva un empeoramiento
definitivo de la calidad de vida, y supone un importante consumo de recursos sanitarios.

La respuesta inflamatoria causada por el receptor TLR4 a través de la cadena
de senalizacibn MyD88 se ha asociado con la aparicion y desarrollo de muchas
enfermedades en las que la inflamacion tiene un papel central, entre ellas las
complicaciones cardiovasculares que aparecen con la terapéutica antitumoral y con
enfermedades endocrinometabdlicas, como el SM. Por ello, en los Ultimos afos se estan
realizando multiples esfuerzos en la busqueda de posibles farmacos que modulen esta
diana farmacologia y constituyan la base para el desarrollo de nuevos tratamientos
prometedores, reduciendo la polifarmacia y repercutiendo probablemente en el uso de
medicamentos en estas patologias.

Por lo tanto, los objetivos generales (OG) y especificos (OE) de esta Tesis Doctoral
son:

e OG 1: Evaluar la existencia complicaciones cardiovasculares y renales en dos
modelos experimentales: administracion crénica de Cisplatino y SM por dieta.

OE 1.1: Analizar si la administracion cronica de Cisplatino en ciclos a dos
dosis diferentes, 2 mg/Kg y 3 mg/Kg, altera la presion arterial y la
frecuencia cardiaca, la funcion cardiaca basal, la reactividad en vasos de
conductancia y de resistencia, asi como la funcién renal.

OE 1.2: Analizar si la administracion cronica de Cisplatino en ciclos a dos

dosis diferentes, 2 mg/Kg y 3 mg/Kg, produce un estado de estrés
oxidativo e inflamacién generalizados.
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OE 1.3: Analizar si el desarrollo de SM, con una dieta hipercaldrica a
hipergrasa, produce obesidad abdominal, un estado de estrés oxidativo
e inflamacion generalizados, y altera la homeostasis glucidica y lipidica.

OE 1.4: Analizar si el desarrollo de SM, con una dieta hipercaldrica a
hipergrasa, altera la presion arterial y la frecuencia cardiaca, la funcion
cardiaca basal, la reactividad en vasos de conductancia y de resistencia,
asi como la funcién renal.

OG 2: Evaluar si la modificacion de la expresion de los receptores TLR4 y/o su
proteina de sefalizaciéon MyD88, asi como la expresion de NLRP3 puede estar
involucrada en las alteraciones cardiovasculares y renales inducidas en los dos
modelos experimentales sefialados: administracion crénica de Cisplatino y SM
por dieta.

OE 2.1: Analizar si la administracién cronica de Cisplatino en ciclos a dos
dosis diferentes, 2 mg/kg y 3 mg/kg, modifica la expresién de TLR4,
MyD88 y NLRP3 en el ventriculo izquierdo, aorta, arteria mesentérica y
rinonN.

OE 2.2: Analizar si el desarrollo de SM, con una dieta hipercalérica a
hipergrasa, modifica la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el
ventriculo izquierdo, aorta, arteria mesentérica y rifion.

OG 3: Evaluar si la modulacion de los receptores TLR4, con un farmaco
antagonista TLR4 de nueva sintesis, TLR4-PA1, puede mejorar las alteraciones
cardiovasculares y renales inducidas en los dos modelos experimentales
sefalados: administracion cronica de Cisplatino y SM por dieta.

OE 3.1: Analizar si la administracion del antagonista de TLR4, TLR4-PA1,
modifica las alteraciones en la presién arterial y la frecuencia cardiaca,
en la funcién cardiaca basal, en la reactividad en vasos de conductancia
y de resistencia, y en la funcioén renal tras la administraciéon crénica de
Cisplatino.

OE 3.2: Analizar si la administracion del antagonista de TLR4, TLR4-PA1,
modifica el estado de estrés oxidativo e inflamatorio, tras la
administracion crénica de Cisplatino.

OE 3.3: Analizar si la administracion del antagonista de TLR4, TLR4-PA1
modifica las alteraciones en la expresiéon de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el
ventriculo izquierdo, aorta, mesentérica y rifidn, tras la administracion
crénica de Cisplatino.

OE 3.4: Analizar si la administracion del antagonista de TLR4, TLR4-PA1,
modifica las alteraciones antropométricas, en el estado de estrés
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oxidativo e inflamatorio, y en la homeostasis glucidica y lipidica,
producidas por el desarrollo de SM por dieta.

OE 3.5: Analizar si la administracion del antagonista de TLR4, TLR4-PA1,
modifica las alteraciones en la presion arterial y la frecuencia cardiaca, la
funcién cardiaca basal, la reactividad en vasos de conductancia y de
resistencia, y en la funcién renal producidas por el desarrollo de SM por
dieta.

OE 3.6 Analizar si la administracion del antagonista de TLR4, TLR4-PA1
modifica las alteraciones en la expresioén de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el
ventriculo izquierdo, aorta, mesentérica y rifidn, producidas por el
desarrollo de SM por dieta.
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Material y Métodos

Este apartado detalla la metodologia seguida en esta Tesis Doctoral. En primer
lugar, se expondra el desarrollo de los modelos animales, asi como los protocolos
experimentales correspondientes y tratamientos utilizados; en segundo lugar, se
especificaran los parametros evaluados y las técnicas y preparaciones empleadas; v,
por ultimo, se explicara el analisis estadistico seguido.

Todos los procedimientos experimentales con animales fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Investigacion de la Universidad Auténoma de Madrid y la Direccién
General de Medio Ambiente de la Comunidad de Madrid, Espafia (ref 270920143613
PROEX 146/19). El cuidado y uso de los animales se ajusté a la Politica Espaiola de
Proteccion Animal RD 53/2013, que cumple con la Directiva de la Unién Europea
2010/63/UE relativa a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos. Todos animales fueron obtenidos y mantenidos en el Animalario
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Rey Juan Carlos (URJC)
(numero de registro ES280920000023).

3.1. Modelos experimentales: desarrollo, protocolo
experimental y tratamientos

3.1.1.Modelo experimental de desarrollo de complicaciones
cardiovasculares por administracion cronica de Cisplatino

3.1.1.1. Desarrollo del modelo experimental

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas con una edad de 8 semanas de vida y
un peso comprendido entre 270 y 300 g procedentes del animalario de la Universidad
Rey Juan Carlos/ Harlan-Ibérica (Barcelona, Espafia).

Los animales se distribuyeron en jaulas transparentes, en grupos de 4-6
animales por jaula, con un lecho de serrin que fue reemplazado cada semana. Las
condiciones ambientales fueron: temperatura de 20°C, humedad ambiental del 60%
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas de duracién respectivamente. Estas fueron
controladas a lo largo de todo el periodo experimental. Los animales se alimentaron ad
libitum con una dieta estandar de laboratorio SAFE D40 (Safe, Francia) y agua corriente
filtrada.

Para llevar a cabo el desarrollo de alteraciones cardiovasculares por
administracion de Cisplatino se empleé una pauta de administracién de Cisplatino ya
utilizada por otros investigadores de nuestro laboratorio con la que habian observado la
presencia de neuropatia periférica sensorial y alteraciones autondémicas
gastrointestinales (Lopez-Tofifio et al., 2021; Paniagua et al., 2019; Vera et al., 2006a).
Este modelo consiste en la administracion semanal del antitumoral durante 5 semanas,
simulando ciclos de tratamiento.
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Para el desarrollo de este modelo experimental, los animales se dividieron
aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales de 8-10 animales/grupo: 1)
Control (Salino): animales que recibieron una inyeccion intraperitoneal de solucion
salina (NaCl 0.9%), una vez a la semana durante 5 semanas; 2) Cisplatino 2 mg/Kg
(CPT 2 mg/Kg): animales que recibieron una inyeccién intraperitoneal de Cisplatino a
la dosis de 2 mg/Kg una vez a la semana durante 5 semanas. Este tratamiento supone
una dosis acumulada de antitumoral de 10 mg; 3) Cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3 mg/Kg):
animales que recibieron una inyeccion intraperitoneal de Cisplatino a la dosis de 3
mg/Kg una vez a la semana durante 5 semanas. Este tratamiento supone una dosis
acumulada de antitumoral de 15 mg.

En todos los grupos experimentales anteriores, se administraron 2 mL de
solucion de suero salino (NaCl 0,9%), via subcutanea, antes de la administracion del
Cisplatino/salino, para disminuir la nefrotoxicidad derivada de la administracion de ciclos
de Cisplatino.

En la llustracion 6 se muestra el esquema del modelo experimental del desarrollo
de complicaciones cardiovasculares por administracion cronica de Cisplatino.

12 2@ 38 48 LA
L Adman  Admdn Admidn admdn  Adman
Saling'  Salino/ Salingd  Salingd  Salinoy

CRT CPT CPT CPT CPT
- O 2t O 2 O
1 24 3= 48 5 Fin
Ratas wistar Semana | Semana | Semana | Semana |Semana

4 semanas
270-300 g

llustraciéon 6: Esquema del desarrollo del modelo experimental de complicaciones cardiovasculares
ocasionadas por la administracion crénica de Cisplatino (CPT). Admén: administraciéon. Imagen
elaborada con BioRender.com.

3.1.1.2. Protocolo experimental

En los animales de los diferentes grupos experimentales se lleva a cabo un
seguimiento semanal del peso y la ingesta sdlida durante todo el periodo de
experimentacion.

Tras este periodo experimental de 5 semanas, los animales se anestesiaron con
pentobarbital sddico (50 mg/Kg i.p.). Una vez que los animales estuvieron anestesiados,
se procedio a la evaluacion de la presion arterial y la frecuencia cardiaca, a través de la
cateterizacion de la arteria carétida derecha. Estos parametros se monitorizaron durante
10 minutos.

Tras esta monitorizacion, se procedié al sacrificio del animal, mediante
exanguinacion. En este momento se recogio la sangre, en un tubo con heparina de litio.
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Esta sangre se centrifugd inmediatamente para obtener el plasma sanguineo, el cual se
congeld a -80°C para realizar los posteriores analisis bioquimicos (ver apartado 3.3).

Posteriormente, se procedid a la extraccion del corazon, la aorta y el lecho
mesentérico, para llevar a cabo los estudios de funcionalidad cardiaca y reactividad
vascular. Ademas, también se obtuvieron muestras de tejidos cardiaco, vascular y renal
que se conservaron a -80°C y en formaldehido para los posteriores analisis de expresion
de proteinas e inmunohistolégicos (ver apartado 3.7).

En este modelo se estudio, si el receptor extracelular TLR4 y su cadena de
sefalizacién, MyD88, asi como el receptor intracelular NLRP3, estan implicados en las
alteraciones cardiovasculares causadas por la administracion cronica de Cisplatino.

La metodologia experimental seguida para la evaluacion de los diferentes
parametros se detalla en los apartados siguientes de esta Tesis Doctoral (ver apartados
3.1.1.1,3.1.1.2, 3.1.1.3).

En la llustracion 7 se muestra el protocolo experimental seguido en el modelo de
desarrollo de complicaciones cardiovasculares por administracion cronica de Cisplatino.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL MODELQO CISPLATINO
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llustracion 7: Esquema del protocolo experimental seguido en el modelo de administracion cronica
de Cisplatino 2 y 3 mg/Kg. CPT: Cisplatino; IS: Ingesta sélida; Ventr. izq.: ventriculo izquierdo.
Imagen elaborada con BioRender.com.

3.1.1.3. Tratamientos realizados

Una vez establecido el modelo experimental de tratamiento crénico de
Cisplatino, valorados el desarrollo de complicaciones cardiovasculares y los cambios en
la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3. Se analizo, si el tratamiento con un antagonista
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de receptor TLR4, TLR4-PA1, podria afectar tanto a los parametros cardiovasculares
estudiados como a los marcadores plasmaticos y la expresion de proteinas analizada.

Para ello, los animales se dividieron aleatoriamente en los siguientes grupos
experimentales, con 8-10 animales/grupo: 1) Cisplatino 2 mg/Kg +
(Hidroxipropil)metilcelulosa (HPMC) (CPT 2mg/Kg+HPMC): El Cisplatino se inyecto
via intraperitoneal, a la dosis de 2 mg/Kg, una vez a la semana, durante 5 semanas.
Durante las ultimas dos semanas de tratamiento con el antitumoral recibieron una
inyeccion intraperitoneal diaria del vehiculo utilizado, HPMC, para disolver el
antagonista del receptor TLR4, TLR4-PA1. Este vehiculo se administr6 en una
concentracion del 0,5% (peso/vol); 2) Cisplatino 2 mg/Kg + TLR4-PA1 (CPT
2mg/Kg+TLR4-PA1): El Cisplatino se inyecto via intraperitoneal, a la dosis de 2 mg/Kg,
una vez a la semana, durante 5 semanas. Durante las Ultimas dos semanas de
tratamiento con el antitumoral recibieron una inyeccion intraperitoneal diaria del
antagonista del receptor TLR4, TLR4-PA1 a una dosis de 10 mg/Kg; 3) Cisplatino 3
mg/Kg + (Hidroxipropil)metilcelulosa (HPMC) (CPT 3mg/Kg+HPMC): El Cisplatino
se inyecto via intraperitoneal, a la dosis de 3 mg/Kg, una vez a la semana, durante 5
semanas. Durante las ultimas dos semanas de tratamiento con el antitumoral recibieron
una inyeccion intraperitoneal diaria del vehiculo utilizado, HPMC, para disolver el
antagonista del receptor TLR4, TLR4-PA1. Este vehiculo se administr6 en una
concentracion del 0,5% (peso/vol); 4) Cisplatino 3 mg/Kg + TLR4-PA1 (CPT
3mg/Kg+TLR4-PA1): El Cisplatino se inyecto via intraperitoneal, a la dosis de 3 mg/Kg,
una vez a la semana, durante 5 semanas. Durante las Ultimas dos semanas de
tratamiento con el antitumoral recibieron una inyeccion intraperitoneal diaria antagonista
del receptor TLR4, TLR4-PA1, a una dosis de 10 mg/Kg.

Hay que sefialar que la administracion del vehiculo o del antagonista TLR4-PA1
se hizo media hora después de la administracion del antitumoral.

En todos los grupos experimentales descritos anteriormente, se siguié el mismo
protocolo experimental descrito en la seccién 10.1.2 para los animales sin tratamiento.
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3.1.2.Modelo experimental de desarrollo de complicaciones
cardiovasculares por Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

3.1.21. Desarrollo del modelo experimental

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas, procedentes del animalario de la
Universidad Rey Juan Carlos, con 8 semanas de vida y un peso entre 270-300 g, Los
animales se mantuvieron en estabulacion en el animalario de la Universidad Rey Juan
Carlos.

Los animales se distribuyeron en jaulas transparentes, en grupos de 4-6
animales por jaula, con un lecho de serrin que fue reemplazado cada semana. Las
condiciones ambientales fueron: temperatura de 20°C, humedad ambiental del 60%
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas de duracién respectivamente. Estas fueron
controladas a lo largo de todo el periodo experimental.

Para el desarrollo del SM por dieta se siguié un modelo experimental en el que
lo animales seguian una pauta de alimentacion con una dieta hiperglucidica e hipergrasa
similar a la descrita por otros autores (Poudyal et al., 2010, 2012)

Para llevar a cabo el desarrollo de este modelo experimental, los animales se
dividieron aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales, con 8-10
animales/grupo: 1) Control: animales alimentados durante 20 semanas con una dieta
estandar normocaldrica y normograsa (8,6% grasa, 73,1% carbohidratos y 18,2%
proteinas), SAFE D40 (Safe, Francia) y agua corriente filtrada. Los animales tuvieron
libre acceso a la comida y la bebida durante todo el periodo experimental; 2) Sindrome
Metabdlico (SM): animales alimentados durante 20 semanas con una dieta
hipercaldrica e hipergrasa (22,9% grasa, 46% carbohidratos y 28% proteinas), SAFE
235 HF (Safe, Francia) y agua filtrada con un 25% de dextrosa. Los animales tuvieron
ad libitum acceso a la comida y la bebida durante todo el periodo experimental. Estos
animales, a las 8 semanas de empezar con este tipo de alimentacion desarrollan
alteraciones endocrino-metabdlicas tipicas del SM, tales como hiperglucemia, insulino-
resistencia, obesidad, dislipemia, hipertension, asi como una neuropatia autonémica
cardiovascular (Poudyal et al., 2010, 2012).

El protocolo experimental en los dos grupos experimentales duré 20 semanas.
Por lo que al final del periodo experimental los animales tenian una edad de 28 semanas.

3.1.2.2. Protocolo experimental

En los animales de los diferentes grupos experimentales, se lleva a cabo un
seguimiento semanal de comportamiento alimentario y peso durante todo el periodo de
experimentacion.

Ademas, con el fin de determinar el desarrollo de SM, se evaluaron, en los
grupos experimentales, los siguientes parametros bioquimicos en plasma: Glucosa,
Triglicéridos, Colesterol total, Lipoproteina de alta densidad (HDL) y Lipoproteina de
baja densidad (LDL). Estos parametros se evaluaron a las 8 semanas de vida de los
animales (previo a la alimentacion con dieta hipercalérica e hipergrasa), en un punto
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intermedio del tratamiento dietético (tras 12 semanas de alimentacion con dieta
hipercaldrica e hipergrasa), realizando también una nueva determinacién en el momento
del sacrificio de los animales (20 semanas de alimentacion con dicha dieta). La sangre
se obtuvo mediante una venopuncion en la cola del animal.

Tras el periodo experimental de tratamiento dietético de 20 semanas, se
administro pentobarbital sédico (50 mg/Kg) via intraperitoneal. Una vez que los animales
estuvieron profundamente anestesiados, se procedié a la evaluacién de la presion
arterial y la frecuencia cardiaca, a través de la cateterizacion de la arteria carétida
derecha. Estos parametros se monitorizaron durante 10 minutos.

Tras esta monitorizacion, se procedié al sacrificio del animal, mediante
exanguinacion. En este momento se recogio la sangre, en un tubo con heparina de litio.
Esta sangre se centrifugd inmediatamente para obtener el plasma sanguineo, el cual se
congelo a -80°C para realizar los posteriores analisis bioquimicos (ver apartado 12).

Posteriormente, se procedid a la extraccion del corazon, la aorta y la arteria
mesentérica para llevar a cabo los estudios de funcionalidad cardiaca y reactividad
vascular. Ademas, también se obtuvieron muestras de tejidos cardiaco, vascular y renal
que se conservaron a -80°C y en formaldehido para los posteriores analisis de expresion
de proteinas e inmunohistoquimicos (ver apartados 3.7 y 3.8).

En este modelo se estudid, la existencia de alteraciones cardiovasculares,
ademas de si el receptor extracelular TLR4 y su cadena de sefializacion, MyD88, asi
como el receptor intracelular NLRP3, estan implicados en las alteraciones
cardiovasculares causadas por el desarrollo de SM por dieta.

La metodologia experimental seguida para la evaluacién de los diferentes
parametros se detalla en los apartados siguientes de esta Tesis Doctoral (ver apartados
3.1.1.1,3.1.1.2, 3.1.1.3).

En la llustracion 8 se muestra el protocolo experimental seguido en el modelo de
desarrollo de complicaciones cardiovasculares por SM por dieta.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL MODELO SINDROME METABOLICO
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llustracion 8 Esquema del protocolo experimental seguido en el modelo de Sindrome Metabdlico
(SM) por dieta. IS: Ingesta sélida; IL: Ingesta Liquida; Ventr. Izq.: ventriculo izquierdo. Imagen
elaborada con BioRender.com.

3.1.2.3.

Tratamiento realizado

Una vez establecido el modelo experimental de Sindrome Metabdlico por dieta
y, valorados el desarrollo de complicaciones cardiovasculares y los cambios en la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3. Se analizd, si el tratamiento con un antagonista
de receptores TLR4, TLR4-PA1, podria afectar tanto a los parametros cardiovasculares
estudiados, como a los marcadores plasmaticos y la expresion de proteinas analizada.

e Para ello, los animales se dividieron aleatoria mente en los siguientes grupos
experimentales, con 8-10 animales/grupo experimental:1) Grupo SM_ +
(Hidroxipropil) metilcelulosa (HPMC) (SM+HPMC): ratas Wistar macho

adultas que durante un periodo de 20 semanas fueron alimentadas con una dieta
hipercalérica e hipergrasa (22,9% grasa, 46% hidratos de carbono y 28%
proteinas), SAFE 235 HF (Safe, Francia) y agua filtrada con un 25% de dextrosa.
Durante las ultimas dos semanas de alimentaciéon con dieta hipercalérica e
hipergrasa recibieron una inyeccioén intraperitoneal diaria del vehiculo, HPMC,
utilizado para disolver el antagonista del receptor TLR4, TLR4-PA1. Este
vehiculo se administré en una concentracion del 0,5% (peso/vol); 2) Grupo SM
+ TLR4-PA1 (SM+TLR4-PA1): ratas Wistar macho adultas que durante un

periodo de 20 semanas fueron alimentadas con una dieta hipercaldrica e
hipergrasa (22,9% grasa, 46% hidratos de carbono y 28% proteinas), SAFE 235
HF (Safe, Francia) y agua filtrada con un 25% de dextrosa. Durante las ultimas
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dos semanas de alimentacion con dieta hipercaldrica e hipergrasa recibieron una
inyeccién intraperitoneal diaria del antagonista del receptor TLR4, TLR4-PA1, a
una dosis de 10 mg/Kg.

En los grupos experimentales descritos anteriormente, se siguid el mismo
protocolo experimental descrito en la seccion 10.2.2. para los animales sin tratamiento.

3.2. Valoracién de parametros generales de antropometria y
comportamiento alimentario en los modelos experimentales
desarrollados y sus tratamientos

En distintos puntos temporales del periodo experimental en los dos modelos
animales y sus respectivos tratamientos, se evaluaron diferentes parametros de
comportamiento alimentario y antropometria para evaluar el estado general de los
animales.

3.2.1.Peso

En el modelo experimental de Cisplatino, se valoré semanalmente el peso de
los animales. El procedimiento consistio en valorar el peso de manera previa al inicio de
la administracién de los ciclos de Cisplatino. Posteriormente hasta el final del
tratamiento, se valoraba este parametro una vez a la semana, siempre antes de la
administracion del farmaco antitumoral.

En el modelo de SM por dieta también se llevd a cabo un seguimiento semanal
del peso de los animales durante todo el periodo experimental.

En los grupos experimentales de animales que recibian el tratamiento con el
antagonista TLR4-PA1, la valoracion del peso corporal se hizo también semanalmente
y durante todo el periodo de tratamiento.

3.2.2.Ingesta solida

En el modelo experimental de Cisplatino y en el modelo de SM por dieta se
llevé a cabo el seguimiento semanal del patron de ingesta de comida.

En los grupos experimentales de animales que recibian el tratamiento con el
antagonista TLR4-PA1, la valoracién de la ingesta de comida se hizo también
semanalmente y durante todo el periodo de tratamiento.

Para el calculo del valor promedio de la ingesta de comida en los diferentes
grupos experimentales, se utilizé la Ecuacion 1:
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Ecuacién 1: Formula para la valoracion de la ingesta sélida (IS).

[(3comida afiadida) — (3 comida restante)]
n? animales jaula

(IS) =

n® dias

3.2.3. Ingesta liquida

En el modelo experimental de SM por dieta se llevd a cabo el seguimiento
semanal del patron de ingesta de bebida. En los grupos experimentales de animales
que recibia el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1, la valoracién de la ingesta de
bebida se hizo también semanalmente y durante todo el periodo de tratamiento. Para el
célculo del valor promedio de la ingesta de bebida en los diferentes grupos
experimentales, se utilizé la Ecuacion 2:

Ecuacién 2: Férmula utilizada para la valoracién de la ingesta liquida (IL)

[(Ybebida afiadida) — (¥ bebida restante)]
n? animales jaula

(L) =

n? dias

3.2.4.Antropometria

En el modelo experimental de SM por dieta, una vez completadas las 20
semanas de alimentacion con dieta hipercaldrica e hipergrasa se midieron, en
centimetros, la longitud del animal (hocico-ano) y el perimetro abdominal (Novelli et
al., 2007). En los grupos experimentales de animales de este modelo experimental que
recibian el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1, la valoracion de los parametros
antropomeétricos se realizd también al final del periodo de tratamiento.

Posteriormente, también se calcul6 el indice de Masa Corporal utilizando la
(Ecuacion 3):

Ecuacién 3: Férmula utilizada para el calculo del indice de Masa Corporal (IMC)

Circunferencia abdominal (cm)

IMC =
peso? (g)

3.3. Valoracién de marcadores plasmaticos en los modelos
experimentales desarrollados y sus tratamientos

En diferentes puntos temporales a lo largo del desarrollo de los modelos
experimentales utilizados en esta Tesis Doctoral, se llevaron a cabo distintas
determinaciones bioquimicas en el plasma de los animales.
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En el modelo experimental de administracion cronica de Cisplatino se
determinaron los niveles de Malondialdehido (MDA), citoquinas proinflamatorias y
creatinina. En el modelo experimental de SM por dieta, ademas de estos parametros se
determinaron los niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos, colesterol, LDL, HDL e
insulina, asi como los indices de resistencia y sensibilidad a la insulina (HOMA-IR y
HOMA-B).

3.3.1.Determinacion niveles plasmaticos de Malondialdehido (MDA)

La determinacion plasmatica de MDA se realizé al finalizar el periodo
experimental en ambos modelos animales (Cisplatino y SM por dieta) y tras el
correspondiente tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 TLR4-PA1.

En el modelo experimental de Cisplatino, los niveles plasmaticos de MDA se
evaluaron a través de la reaccion con Acido Tiobarbitarico (TBA) (Sigma Aldrich, Madrid,
Espafia) (Alvarez et al., 2007). Con el fin de eliminar las interferencias, las proteinas
presentes en las muestras de plasma se desnaturalizaron y precipitaron, mediante la
mezcla con acido tricloacético en una proporcion 1:1 (Sigma Aldrich, Madrid, Espana)
0.6M en HCL (Pancreac, Barcelona, Espafia) y su colocacion en un recipiente con hielo
por un periodo de 20 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron
(1500 g, 15 minutos). Seguidamente se recogio el sobrenadante, y se mezclé con TBA
120 mM disuelto en tampén Tris 260 mM (Biorad, Espafia) a pH 7, en una proporcién
5:1 (Sobrenadante:TBA). Esta mezcla se calenté a 97°C, manteniendo esta temperatura
30 minutos para que se produjera la reaccién MDA-TBA. Posteriormente afiaden 190 ul
de la mezcla resultante en placas de 96 pocillos y se midio la absorbancia de la solucion
en un espectrofotometro (SPECTROstar Omega, BMG Labtecht, Alemania). La
concentracion de MDA se calculé a través de la ley Lambert-Beer (Ecuacion 4),
analizando todas las muestras por duplicado.

Ecuacioén 4: Ecuacion de la Ley Lambert-Beer

A=Cxaxb
Donde:

e A = absorbancia

e C = concentracion MDA

e a = coeficiente de absorcién molar: 1,56x10° Mxcm a 535 nm

e b = paso éptico de la muestra (en 190 ul corresponde con 0,6 cm)

En el modelo experimental de SM por dieta, los niveles plasmaticos de MDA
se midieron mediante un kit comercial (Abcam, ab233471 (Abcam, Espafa). Los niveles
de MDA se midieron utilizando el espectrofotometro, SPECTROstar Omega (BMG
Labtecht, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante (Pauletto et al., 2020).
Para la cuantificacion del MDA se utilizd el programa MARS, el cual interpold
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automaticamente los valores de las absorbancias obtenidas de las muestras en la recta
de calibrado. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

3.3.2.Determinacion de niveles plasmaticos de citoquinas
proinflamatorias

En los modelos experimentales de Cisplatino y en el modelo de SM por
dieta, los niveles plasmaticos de citoquinas se midieron al final del periodo experimental.

Estos niveles se detectaron utilizando el kit: Bio-Plex Pro™ Rat Cytokine 23-Plex
Assay (BioRad, Espafia, #12005641) con el que se pueden determinar los niveles de
las siguientes 23 moléculas: Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
factor estimulante de granulocitos-macrofagos (GM)-CSF, Ligando de quimiocinas 1
(GRO/KC), Interferon-gamma (IFN-y), Interleuquina (IL)-1a, IL-183, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, Factor estimulante de crecimiento de
macréfagos (M-CSF), proteina quimio-atrayente de monocitos-1 (MCP-1), proteina
inflamatoria macrofagica (MIP) 1-a, MIP 3-q, ligando de quimiocina 5 con motivo C-C
(RANTES), Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y, factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF).

El ensayo fue realizado utilizando el citdmetro de flujo Bio-Plex 3D systems
(BioRad, Espana), siguiendo las indicaciones y el protocolo facilitado por la casa
comercial. Todas las muestras se analizaron por duplicado (Xiaowei Huo et al., 2019).

3.3.3.Determinacion niveles plasmaticos de qlucosa, lipidos,
lipoproteinas vy creatinina

En el modelo de SM por dieta, se determinaron los niveles de glucemia y perfil
lipidico (triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL) al finalizar el periodo experimental.
Todas estas determinaciones se hicieron tras un periodo de ayuno de 12 horas y la
sangre para la obtencién del plasma se obtuvo mediante un cateterismo en la vena
lateral de la cola del animal.

La sangre se recogio en tubos heparinizados. Posteriormente estas muestras de
sangre se centrifugaron 20 minutos a 3600 rpm a 4°C, obteniéndose el plasma. Este se
almacend a -80°C hasta su utilizacion en los distintos analisis bioquimicos que se
llevaron a cabo.

La determinacion de los marcadores analiticos en plasma glucosa, triglicéridos,
colesterol total y HDL se hizo utilizando el analizador FUJI DRI-CHEM NX500i
(FUJIFILM Espana. Barcelona, Espana) que requiere pequefias cantidades de plasma
(10 uL) y realiza las determinaciones utilizando una tira reactiva, dependiente del analito.
La intensidad reflejada se extrapola en una curva de calibracién especifica de ese lote
de la tira reactiva.
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Para la determinacion de los niveles de LDL en plasma se utilizé la (Ecuacioén 5)
(Ahmadi et al., 2008; Atabi & Mohammadi, 2020):

Ecuacion 5: Formula utilizada para calcular los niveles de LDL en plasma

LDL = ([Colesterol]) ([Trigliceridos]> 3 [HDL]) _3g

1.19 1.9 1.1

La determinacion de los niveles plasmaticos de Creatinina se realizé al finalizar
el periodo experimental en ambos modelos animales. Para sus determinaciones se
utilizé también el analizador FUJI DRI-CHEM NX500i (FUJIFILM Espafia. Barcelona,
Espaia) y la tira reactiva correspondiente.

Para las determinaciones sefaladas anteriormente en los grupos experimentales
de animales que recibian el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1, la valoracion de
los niveles se hizo de la misma manera, y también al finalizar el periodo experimental.

3.3.4.Determinacion niveles plasmaticos de insulina

En el modelo de SM por dieta se determinaron los niveles de insulina en plasma
al final del periodo experimental. En los grupos experimentales de animales que recibian
el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1, la determinacién de los niveles de insulina
se hizo de la misma manera.

Estos niveles se evaluaron utilizando el kit mercodia rat insulin ELISA (10-1250-
01) (Mercodia AB, Uppsala, Suecia) siguiendo las instrucciones del fabricante (Ghofran
et al., 2019).

3.3.5.Determinacion de indice HOMA-IR y HOMA-3

En el modelo de SM por dieta se determinaron los indices HOMA-IR (Ecuacion
6) y HOMA-B (Ecuacion 7) relacionados con la homeostasis de la glucosa al finalizar el
periodo experimental (Akcilar et al., 2016). En los grupos experimentales de animales
que recibian el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1, la determinacion de ambos
indices se hizo de la misma manera.

Ecuacién 6: Férmula utilizada para determinar el indice HOMA-IR

[Glucosa] (mTOl) X [Insulina] (mTOl)

22.5

HOMA — IR =

Ecuacion 7: Férmula utilizada para determinar el indice HOMA-$

[Insulina] (%) x 20

[glucosa] (mTOI)

HOMA — B =
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3.4. Valoracion de la funcidn cardiovascular en los modelos
experimentales desarrollados y sus tratamientos

Al finalizar el periodo experimental en los dos modelos animales llevados a cabo
en esta Tesis Doctoral y tras los correspondientes grupos de tratamiento con el
antagonista TLR4-PA1, se desarrollaron ensayos para evaluar la funcion cardiovascular
en los animales con el fin de establecer la existencia de alteraciones cardiacas y
vasculares en los mismos.

3.4.1.Determinacion de la presion arterial directa

Para la medicién de la presién arterial y frecuencia cardiaca, se procedid a
anestesiar a los animales mediante la administracion intraperitoneal de pentobarbital
sédico a la dosis de 50 mg/Kg. A continuacién, se procedié a colocar a los animales en
una posicion de decubito supino en una cama de metacrilato adaptada para medida de
presion arterial in vivo. Posteriormente, se separd y corto la piel en la zona ventromedial
del cuello, dejando un area de trabajo lo suficientemente amplia para separar los
paquetes musculares y acceder a la arteria carétida.

Una vez aislada la arteria carétida, se inmovilizo la arteria mediante el uso de un
hilo, con el fin de poder llevar a cabo una incisién a través de la cual se introdujo una
canula (Herradon et al., 2017) conectada a un transductor de presion (Cibertec, S.A.,
Madrid, Espafa), que a su vez, se acopla a un sistema de registro PowerLab 8/35
(PanLab S.A., Barcelona, Espafia) formado por una unidad de amplificacion y filtrado de
sefal conectada a un ordenador que permite el registro de la presién arterial y la
frecuencia cardiaca.

La canula mantuvo en el interior de la arteria un periodo de 10 minutos,
registrando los parametros: Presién Arterial Sistélica (PAS), Presion Arterial Diastolica
(PAD), Frecuencia cardiaca (Fc).

3.4.2.Determinacion de la funcion cardiaca basal. Preparacion de
corazon aislado y perfundido de rata (preparacion de Langendorff)

Para la evaluacion de la funcionalidad del corazén aislado de rata se utilizé el
sistema de Langendorff. Esta técnica consiste en perfundir de manera retrégrada el
territorio coronario a través de la aorta, utilizando una solucion nutricia de Krebs-
Henseleit modificada (SKH-M), a una temperatura de 37°C y saturada con gas
carbogeno para oxigenarla, asegurando que el musculo cardiaco queda correctamente
nutrido y oxigenado.
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Para extraer el corazon, se llevd a cabo la retirada del esterndn exponiendo la
cavidad toracica y extrayendo la preparacion rapidamente, sumergiéndola en SKH-M a
4°C.

El frio permite detener momentaneamente el metabolismo del corazén,
protegiéndolo de danos isquémicos que puedan alterar la funcionalidad de la
preparacion. El periodo de tiempo maximo de tiempo para evitar la aparicion de estos
danos es de tres minutos, debiendo llevarse a cabo la extraccion y el montaje de la
preparacion en este periodo de tiempo (Gonzalez et al., 2011).

El corazon se monto en el sistema a través de la insercion de una canula de
acero inoxidable en el interior de la aorta, posteriormente se fijé6 mediante un nudo con
un hilo en la zona de contacto con la canula de acero y se perfundié retrégradamente
con SKH-M. Una vez que la preparacion estuvo perfundida, se introdujo el balén de latex
en el ventriculo izquierdo, atravesando la valvula mitral a través del orificio de la vena
pulmonar (Gonzalez et al., 2011). Se utilizaron un volumen y flujo de perfusién
constantes de 20 mL/min, para para obtener los valores basales.

Este sistema de perfusién se encuentra acoplado a un sistema de registro que
permite la monitorizacion de la actividad cardiaca durante el experimento gracias a dos
transductores de presion (Cibertec, S.A., Madrid, Espana) que se acoplan uno de ellos
a la canula a la que se fija la aorta para registrar el flujo coronario y otro al balon de latex
inserto en el ventriculo izquierdo para registrar la funcion contractil y dilatadora de este.
Ambos transductores se acoplan a un sistema de registro PowerLab 8/35 (PanLab S.A.,
Barcelona, Espafa) formado por una unidad de amplificacién y filtrado de sefial
conectada a un ordenador que permite el registro de los diferentes parametros de
actividad cardiaca.

En esta Tesis Doctoral, se evaluaron los siguientes parametros de funcionalidad
cardiaca basal:

e Presiéon de perfusion de las Coronarias (PPC): En un flujo de perfusion
constante, permite valorar de manera directa el diametro de los vasos
coronarios.

e Presiéon Desarrollada por el Ventriculo lzquierdo (PDVI): Un parametro
indicador de la contractilidad miocardica. Se calcula como la diferencia entre la
presion sistélica y diastdlica ventricular.

e Presion diastdlica final (PDF): Es el valor minimo de presion ejercida por el
ventriculo izquierdo en la diastole.

Una vez perfundidos y estabilizados, los corazones estuvieron un periodo de 20
minutos a un flujo constante de 20 mL/min para su estabilizaciéon. Tras dicho periodo,
se midieron los valores indicados anteriormente.
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3.4.3.indice de masas

Una vez finalizada la valoracién de la funcionalidad cardiaca. Se procedi6 a pesar
el corazon con el fin de determinar el indice Masa Cardiaco (IMc) (Ecuacién 8), y el
indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) (Ecuacion 9)

Para determinar estos indices, se limpio el corazon de tejido adiposo y conectivo
que pudiera estar adherido al mismo. Posteriormente, se pesd el corazén. A
continuacion se cortaron las auriculas y se eliminé la pared del ventriculo derecho,
dejando aislado el ventriculo izquierdo (que incluye el septo y la pared del ventriculo
izquierdo), que también fue pesado, obteniéndose asi el peso del ventriculo izquierdo
(Bregagnollo et al., 2007).

Ecuacioén 8: Formula utilizada para determinar el IMc

peso corazon (mg)

IMc =
¢ peso corporal (g)

Ecuacion 9: Férmula utilizada para determinar el IMVI

peso ventriculo izquierdo (mg)

IMVI =
peso corporal (g)

3.5. Determinaciéon de la funciéon vascular en territorio de
conductancia. Preparacion de aorta aislada de rata

Tras el sacrificio de los animales, la porcion toracica de la aorta se extrajo e
introdujo en un vaso de precipitados con Solucién de Krebs-Henseleit (SKH) fria, donde
se eliminaron los restos de sangre del interior del vaso.

A continuacion, la aorta se fijé en una placa Petri que contenia SKH fria, se limpio
de tejido conectivo y adiposo perivascular y se corto en anillos de 3-4 mm de longitud,
con cuidado de no dafar las estructuras del tejido. De cada aorta, se obtienen 4-8
anillos, y se realiza una sola curva concentracion-respuesta en cada anillo.

La preparaciéon se montd en un equipo de bafio de 6rganos. Para ello se
introdujeron dos ganchos de acero inoxidable en el interior de la luz del anillo y se
introdujo la preparacion en el interior de una copa de cristal, que contenia 5 mL de SKH
a 37°C y estaba burbujeada con gas carbégeno (95% O2/5% CO), procediendo a fijarla
mediante la colocacién de los ganchos en sus respectivos soportes. El gancho inferior
esta fijo y el gancho superior se conecté a un transductor isométrico (Cibertec S.A,
Madrid, Espafia) que registré los cambios en el tono vascular de la preparacion. Para el
registro de dichos cambios se utilizé el equipo informatico Powerlab/8e, conectado a un
ordenador con el programa Chart 8.1.
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Una vez montados, los anillos se sometieron a una tension de 2 g seguido de un
periodo de estabilizacion de 60 minutos. Durante este periodo se realizaron lavados de
la preparacion cada 10 minutos, en caso de ser necesario se reajusto la tensién a 2 g
(Herradon et al., 2017, 2021). El experimento comenzé al finalizar el periodo de
estabilizacion.

La funcion contractil del vaso se evalu6 mediante curvas acumulativas
concentracion-respuesta al agonista de receptores a-1, Fenilefrina (Fe) (10° M — 10
M) (llustracion 9). Para evaluar la funcionalidad endotelial de la preparacion se afiadié
al bafo de 6rganos el agonista muscarinico M., Carbacol (Ca), a la concentracién de
105 M. Se consideraron arterias intactas aquellas que presentaron una relajacion igual
o superior al 70% tras la administracion de Ca, descartandose aquellos que presentaron
relajaciones menores al 70% tras la administracion de Ca.
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llustracion 9: Registro representativo de una curva concentracion-respuesta de Fenilefrina
(Fe) en aorta aislada de rata. Las concentraciones se refieren a Molar (M).

Para evaluar la funcion vasodilatadora dependiente del endotelio se realizé una
precontraccion submaximal de la preparaciéon con Fe (10° M) y una vez estable el tono
vascular se llevaron a cabo curvas acumulativas concentracion-respuesta con Ca (10°
M - 10* M) (llustracion 10). Para considerar la arteria valida para el desarrollo del
experimento, la contraccion submaximal de Fe debia ser igual o superior a 0.6 g.
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llustracion 10: Registro representativo de una curva concentracion-respuesta de Carbacol
(Ca) tras una pre-contraccion con Fenilefrina (Fe) en aorta aislada de rata. Las
concentraciones se refieren a Molar (M).
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Para evaluar la funcién vasodilatadora no dependiente de endotelio se realiz
una precontraccion submaximal de la preparacion con Fe (10 M) y una vez estable el
tono vascular se llevaron a cabo curvas acumulativas concentracion-respuesta (10° M
- 10 M) (llustracién 11) con Nitroprusiato Sédico (NPS), un donador del mediador
enddgeno vasodilatador Oxido Nitrico, siguiendo el mismo criterio de una contraccion
de Fe, comentado en el parrafo anterior.
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llustracion 11: Registro representativo de una curva concentracién-respuesta de
Nitroprusiato sédico (NSP) tras una pre-contraccion con Fenilefrina (Fe) en aorta aislada de
rata. Las concentraciones se refieren a Molar (M).

Las contracciones ocasionadas por Fe en la preparacion de aorta aislada se
expresaron en gramos. Las respuestas obtenidas para Ca y NSP se expresaron como
el tanto por ciento de relajacion del tono inducido por Fe, considerando la altura de la
contraccién con Fe como el 100%.

3.6. Determinacién de la funciéon vascular en territorio de
resistencia. Preparacion de lecho mesentérico aislado vy
perfundido. Preparacion de arteria mesentérica aislada

En los dos modelos experimentales llevados a cabo en esta Tesis Doctoral, se
evaluo la reactividad vascular en las arterias del lecho mesentérico.

En el modelo experimental de Cisplatino se llevd a cabo la valoracion de la
reactividad vascular del lecho mesentérico aislado y perfundido.

En el modelo experimental de SM por dieta, la valoracion se llevé a cabo en
arterial mesentéricas aisladas mediante la técnica del miégrafo de alambres.

Esta diferencia en los métodos utilizados para la evaluacién de la reactividad
vascular a nivel de los vasos de resistencia se debe a que, durante el desarrollo de los
experimentos, se produjo el fallo del miografo de alambres y se tuvo que utilizar la
técnica del lecho mesentérico aislado y perfundido.
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3.6.1.Preparacion de lecho mesentérico aislado vy perfundido

Tras la obtencion de las preparaciones de corazén y aorta, se extrajo el lecho
mesentérico. Para ello, se llevé a cabo una incision en la zona abdominal, se desplazd
el paquete intestinal hacia el lateral, accediendo a la arteria mesentérica superior. A
continuacion, se canula dicha arteria realizando una incision en la unién con la porcién
abdominal de la aorta. Posteriormente, se introdujo una canula de polietileno, que se
sujetd a la arteria mesentérica superior utilizando con hilo atado con un doble nudo.
Durante la obtencién de la preparacion el lecho fue perfundido usando una bomba
peristaltica (Gilson Inc, Estados Unidos), con SKH que contenia Heparina sddica (40
Ul/mL), para evitar la coagulacion sanguinea. Esta SKH también estaba a temperatura
constante (37°C), para lo que se utilizé un termorregulador (RTM-1, Cibertec S.A,
Madrid, Espafa), y oxigenada con gas carbdgeno.

Una vez canulada la arteria mesentérica superior, se diseccion6 el lecho
mesentérico separandolo del intestino. Iniciando el procedimiento por el ciego y
continuando a través del borde del intestino, hasta separar completamente el lecho
mesenterico. Por ultimo, se secciond la arteria mesentérica superior de la arteria aorta,
separando asi completamente el lecho.

Seguidamente la canula introducida en el lecho mesentérico se conectd a un
transductor de presién, que registré los cambios de presion de perfusién en la
preparacion. Este transductor estaba unido a un sistema de adquisicién de sefales
analégicas Sistema PowerLab 8/35 (PanLab S.A, Barcelona, Espana) (Paquete
informatico LabChart 8.1).

Inmediatamente después, el lecho mesentérico se perfundi® de manera
constante con SKH burbujeada con gas carbdgeno y a la temperatura de 37°C, con un
flujo de 2 mL/min. Una vez montado el lecho mesentérico, la preparacion se sometio a
un periodo de estabilizacién de 30 minutos y se inici6 el experimento (Herradoén et al.,
2017, 2021).

Para evaluar la funcién contractii del vaso se llevd a cabo una curva
concentracion respuesta a Fe, 10-80 nmol, (llustracion 12 A). Posteriormente, se llevo
a cabo un periodo de lavado del lecho mesentérico, perfundiendo SKH a través de este
durante un periodo de 15 minutos.

A continuacion, se procedio a evaluar la funcion vasodilatadora dependiente de
endotelio. Para ello, a la SKH que se perfundia en el lecho se le anadié6 Fe a la
concentracion de 10° M, una vez que se alcanzé una respuesta estable en los valores
de 60-100 mmHg, se realizé una curva acumulativa concentracion-respuesta con el
agonista muscarinico Ca, 107" mol — 10°® mol. (llustracion 12 B).

Una vez finalizado dicho experimento, se continué perfundiendo SKH con Fe a
la concentracion de 10 M. Una vez que se recuperd la contraccion submaximal, se
procedio a valorar la funcién vasodilatadora no dependiente de endotelio, para ello se
llevdo a cabo una curva concentracion-respuesta con NPS, 10" mol — 10° mol.
(llustracion 12 C).

Todos los farmacos se administraron en bolos con una jeringuilla Hamilton, a un
volumen maximo de 50 pL. Las respuestas vasoconstrictoras obtenidas para Fe se
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expresaron en mmHg. Las respuestas obtenidas para Ca y NSP se expresaron como el
tanto por ciento de relajacion del tono inducido por Fe, considerando la altura de la
contraccién con Fe como el 100% en ambos experimentos.
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llustracidn 12 Registro representativo de los experimentos llevados a cabo en el lecho mesentérico aislado y
perfundido de rata: A) Curva concentracion-respuesta de Fenilefrina (Fe); B) Curva concentracion-respuesta a
de Carbacol (Ca) tras una precontraccion con Fenilefrina (Fe); C) Curva concentracidn-respuesta de
Nitroprusiato sédico (NSP) tras una precontraccién con Fenilefrina

3.6.2.Preparacion de arteria mesentérica aislada

Para estudiar la reactividad vascular se utilizé el método descrito por (Mulvany &
Halpern, 1977). Para ello, segmentos de aproximadamente 2 mm de longitud de arterias
mesentéricas de resistencia se transfirieron a un bafio de 6rganos de un miégrafo dual
isométrico, Multy Myograph System — 620M (Danish Myo Technology, Dinamarca), en
el cual se introdujeron dos alambres de acero de 40 ym de diametro por la luz de la
arteria. Después de un periodo de estabilizacion de 30 minutos en SKH oxigenada con
gas carbogeno a 37°C y pH de 7,4, los segmentos se estiraron gradualmente hasta
conseguir su tension optima en funcidon de su diametro. Para ello, se determiné la
relacion entre la circunferencia interna y la tensién de la pared de los segmentos, y se
fijo su circunferencia interna, Lo, equivalente al 90% de la que tendrian los vasos si
estuvieran expuestos a una tension pasiva equivalente a la producida por una presion
transmural de 100 mmHg. Una vez acabado el proceso de normalizacion, los segmentos
arteriales se lavaron con SKH y se equilibraron durante 30 minutos. A continuacion, se
comprobd la contractilidad de los segmentos por exposicion de estos a una solucion de
alta concentracion de potasio (K*-SKH 120 mM, idéntica a la SKH, salvo que se sustituyo
el NaCl por KCI en una base equimolar.

Tras un periodo de equilibrio, se contrajeron los segmentos arteriales con
Fenilefrina, hasta una contraccion de aproximadamente el 50% de la contraccion
inducida por K*-SKH; y se realizd una curva concentracién-respuesta con
concentraciones creciente de ACh (1 nM-10 uM). Después del lavado con SKH y un
periodo de estabilizacién de 30 min, se realizdé una curva concentracion-respuesta con
concentraciones crecientes de Fe (1 nM-10 pM). Por ultimo, se realiz6 una curva
concentracién-respuesta al donante de Oxido Nitrico, NONOato de dietilamina (DEA-
NO, 1 nM-10 uM) en arterias precontraidas con Fe.

Las respuestas vasoconstrictoras se expresaron como el porcentaje del tono
generado por la K*-SKH para cada segmento, considerando la altura de la contraccion
como el 100%. Las respuestas obtenidas para ACh y DEA-NO se expresaron como el
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tanto por ciento de relajacion del tono inducido por Fe, considerando la altura de la
contraccién como el 100%.

3.7. Determinacion de la expresion de proteinas en los tejidos
cardiaco, vascular y renal en los modelos experimentales
desarrollados y sus tratamientos

Al finalizar el periodo experimental en los dos modelos animales llevados a cabo
en esta Tesis Doctoral y en los correspondientes grupos de tratamiento con el
antagonista TLR4-PA1 se desarrollaron ensayos para determinar la expresion de
proteinas mediante la técnica de Western-Blot.

Para analizar si el TLR4, MyD88 y NLRP3 estaban implicados en el desarrollo
de las alteraciones cardiovasculares, en los modelos experimentales de tratamiento con
Cisplatino y SM por dieta, se cuantificaron los niveles de expresion de estas proteinas
en corazoén, vasos y rifidn en los animales de los diferentes grupos al finalizar el periodo
experimental.

Para la obtencion de los extractos proteicos, muestras de ventriculo izquierdo y
rindn, fueron homogeneizadas utilizando el equipo TissueLysser Il (Qiagen, Alemania)
y en las condiciones indicadas en la Tabla 3.

Tabla 3: Condiciones de homogeneizacion utilizadas en la homogeneizacion de los tejidos
cardiaco y renal

30 1 180

30 1 180

En la aorta, para aumentar el rendimiento de la extraccion proteica, se procedié
a seguir otro protocolo. La seccién de la aorta se introdujo en un mortero de porcelana,
y se congeld utilizando nitrégeno liquido. Una vez congelada, se procedia a su
desintegracién mediante el uso del mortero.

Para la extraccion de las proteinas de los tejidos de estudio se utilizé un tampon
frio de lisis RIPA que contenia (1 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaP207, 10 mM
NaF) y un coctel inhibidor de proteasas. A continuacioén, los homogeneizados fueron
centrifugados durante 20 min a 10000 rpm y a 4°C, se recogié el sobrenadante y
posteriormente guardaron a -80°C hasta su uso (Herradon et al., 2017, 2021).

La cuantificaciéon de la proteina se realizé utilizando el método de Bradford
(BioRad, Espafia, Cat#5000205). Seguidamente, en funcion de la cantidad de proteina
que se deseaba cargar, se calcul6 el volumen de muestra necesario y se mezcld con
una solucion de tampodn de carga o tampdn de LaemmLi 4x y B-mercaptoetanol (BioRad,
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Espafia). La mezcla se incub6é a 95°C durante 1 minuto para desnaturalizar las
proteinas.

Posteriormente, las muestras fueron incorporadas (cargadas) a los geles de
poliacrilamida y sometidas a la electroforesis SDS-PAGE utilizando un tampén de
electroforesis 10X Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-Rad, Espafia) diluido al 10% con agua
Mili-Q. Las condiciones de electroforesis fueron de 40 minutos a un voltaje constante de
200 V.

Las proteinas separadas en el gel fueron transferidas a una membrana de PVDF
(Trans-Blot Turbo™ Mini 0.2um PVDF Transfer Pack, BioRad, Espaiia, Cat#1704156)
mediante el equipo Trans-Blot® TurboTM Transfer System (BioRad, Espafia). Una vez
transferidas las proteinas, los sitios de unién no especificos se bloquearon con leche en
polvo no grasa al 3% (BioRad, Espafia, Cat#1706404) en una solucion salina
tamponada con Tris y Tween 20 (TTBS) durante 1 hora a temperatura ambiente y en
agitacion. En la arteria mesentérica, se utilizé suero albumina bovina (Merck KGaA,
Alemania) al 5% para bloquear la membrana. A continuacién, las membranas se
incubaron con anticuerpos mono o policlonales para TLR4 (Novus Biologicals,
Cat#76B357.1), MyD88 (abcam, Cat#ab2064) y NLRP3 (abcam, Cat#263899) durante
toda la noche a 4°C en agitacién continua. Al dia siguiente, las membranas se lavaron
con TTBS y se incubaron con un anticuerpo IgG de cabra anti-raton (Thermo Fisher
Scientific, Cat#31430) o anti-conejo (Thermo Fisher Scientific, Cat#31460), en funcién
del anticuerpo primario utilizado.

Los inmunocomplejos se detectaron en un sistema de imagenes
ChemiDocTMMP (BioRad, Espafia). Las senales del inmunocomplejo se cuantificaron
con el software ImageLab versiéon 6.0 (Bio Rad). La misma membrana se utilizé para
determinar la expresiéon de GAPDH como control de carga, utilizando anticuerpos
monoclonales de ratén (Abcam, Cat#ab8245). En el caso de las arterias de resistencia
se utilizé Tubulina como control de carga, utilizando anticuerpos monoclonales de raton
(Merck KGaA, Alemania, T5168).

En la Tabla 4 se muestran las condiciones utilizadas para la evaluacién proteica
de TLR4, MyD88 y NLRP3 en los tejidos evaluados en esta Tesis Doctoral.
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Tabla 4: Resumen de anticuerpos y condiciones utilizados en los analisis de Western-Blot

Dilucién ?:ltlcuerpo Dilucién ::ltlcuerpo

TLR4 1:500 1:10000
Ventriculo
MyD88 1:500 1:5000
izquierdo
NLRP3 1:750 1:5000
TLR4 1:5000 1:20000
MyD88 1:1000 1:10000
NLRP3 1:1000 1:5000
TLR4 1:1000 1:10000
MyD88 1:500 1:10000
NLRP3 1:1000 1:10000
TLR4 1:5000 1:4000
Mesentérica MyD88 1:1000 1:2000
NLRP3 1:1000 1:4000

Los datos de expresién proteica se expresaron como la relacién entre las senales
en el inmunocomplejo correspondiente a la proteina estudiada y la GAPDH. Para
comparar los resultados de la expresion proteica, se asigndé un valor de 100 a las
muestras de los grupos usados como control.

3.8. Inmunohistoquimica en arteria mesentérica

En arteria mesentérica, al finalizar el periodo experimental en el modelo de
Cisplatino y en los correspondientes grupos de tratamiento (TLR4-PA1) se valoré la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 mediante la técnica de inmunohistoquimica.

Tras la extraccion de la arteria mesentérica, las muestras fueron fijadas, a
temperatura ambiente, en una solucién de formaldehido en una concentracion al 10%
vol/vol, durante un periodo de 72 horas. A continuacién, las muestras fueron sometidas
a un proceso de deshidratacion en una serie de etanol de concentracién creciente (70,
80, 96 y 100%), posteriormente se sumergieron en tolueno como intermediario y se
incluyeron en parafina, utilizando el procesador de inclusion Citadel Shandon 2000
(Fisher Scientific Ltd. Leicestershire, Reino Unido).

Después de este proceso, se realizaron cortes de 5 um utilizando un microtomo
tipo Minot (Microm HM360, Marshall Scientific LLC, Hampton, Estados Unidos),
posteriormente se llevd a cabo una tincion de los cortes de tejido con
Hematoxilina/Eosina, siguiendo el protocolo establecido por (Wittekind, 2003).
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Todas las secciones histolégicas se estudiaron bajo un microscopio Zeiss
Axiophot 3, y fueron fotografiadas con una camara Axiocam HRc.

Para determinar la expresién de los niveles de expresion de TLR4, MyD88 y
NLRP3, se llevo a cabo el siguiente protocolo en las preparaciones:

o Desparafinar e hidratar las muestras previamente identificadas.
¢ Desenmascaramiento antigénico, si es necesario.
e Lavado en buffer con detergente.

e Bloqueo de la actividad enzimatica de la peroxidasa enddgena, tratando los
cortes de tejido con 100 pL de una disoluciéon de H2O- al 3% en metanol durante
15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

e Lavado en buffer con detergente.

e Bloqueo para evitar uniones inespecificas con albumina o suero bovino fetal.
e Incubacion del anticuerpo primario overnight.

e Lavado con buffer.

e Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario anticuerpo IgG de
cabra anti-raton (Thermo Fisher Scientific, Cat#31430) o anti-conejo (Thermo
Fisher Scientific, Cat#31460).

e Lavado con buffer.

¢ Revelado con diaminobencidina.

e Lavado en buffer.

o Desarrollo de la reaccion inmunohistoquimica usando diamonibencidina.
e Lavado en buffer.

o Deshidratar, aclarar y montar.

Todas las secciones histologicas se estudiaron bajo un microscopio Zeiss
Axiophot 3, y fueron fotografiadas con una camara Axiocam HRc.

En todos los casos, se escogié un bloque representativo de parafina para llevar
a cabo el analisis estadistico, También, se realiz6 un control negativo utilizando
secciones de tejido en las que se realizdé en cada caso la misma técnica, pero con la
omisién del paso de incubacion con anticuerpo primario.

3.9. Farmacos y soluciones utilizados

En este apartado se detallan los farmacos y soluciones empleadas en el
desarrollo de esta Tesis Doctoral.
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3.9.1.Farmacos utilizados

Dolethal (pentobarbital sédico) (Vetoquinol, Madrid, Espafa).

Cisplatino, (dicloruro de cis-diaminoplatino (ll)) (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania).

TLR4-PA1: Sintetizado en el Instituto del Quimica Médica, del Centro superior
de Investigaciones Cientificas (IQM-CSIC), y cedido por el Doctor Ernesto
Quesada del Sol.

(Hidroxipropil)metilcelulosa (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

Heparina sédica: Heparina sddica 20U.1/mL (Laboratorios farmacéuticos ROVI,
S.A. Espafia)

Carbacol (Carbamato de (2-hidroxietil)trimetilamonio) (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania).

Fenilefrina  ((R)-(-)-1-(3-hidroxifenil)-2-metilaminoetanol)  (Merck  KGaA,
Darmstadt, Alemania).

Nitroprusiato sodico (Nitroferricianuro(lll) de sodio dihidratado) (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania).

3.9.2.Disolucion de los farmacos. Vehiculos utilizados

Para realizar las soluciones de Cisplatino 2 mg/Kg y 3 mg/Kg a administrar, el

antitumoral se disolvié en solucién salina (NaCl 0.9%) y fue sonicado hasta su completa
disolucion.

Como vehiculo para disolver el antagonista de TLR4, TLR4-PA1, se utilizé

(Hidroxipropil)metilcelulosa, HPMC, (Romero et al., 2012). Este vehiculo se prepard
de la siguiente manera:

Se calentaron 100 mL de agua destilada hasta los 55°C.

Se anadi6 HPMC en pequefas cantidades, para evitar la formacion de
aglomerados.

De dej6 un periodo de 30 minutos en agitacion, con una temperatura superior a
los 50°C.

Una vez que la disolucion es traslucida, se procedio a dejar que la mezcla
resultante se enfriarse, se tapo y se guardé en nevera a una temperatura de 4°C.
Una vez que se enfrid, la disolucion pasa a ser transparente.

El vehiculo se preparaba cada 7 dias.

Para la disolucion del TLR4-PA1 10 mg/Kg en el vehiculo preparado, se

siguieron los siguientes pasos:

Se calentd el vehiculo en el bafo de ultrasonidos, que habia sido configurado a
una temperatura de 40°C.

Se peso el TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en la balanza analitica.

Se anadio el farmaco, mientras el vehiculo estaba en agitacion.
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e Una vez que se disolvio la mayor parte del farmaco, se procedié a sonicar la
disolucion, hasta la completa disolucién.

e Se prepara la disolucién diariamente.

Carbacol, Fenilefrina y Nitroprusiato sédico se disolvieron siguiendo los
siguientes pasos:

o Se peso la cantidad del farmaco necesario para hacer una concentracion de
e 1072M.
e Elfarmaco se diluy6 en H20 destilada mediante agitacion, en un frasco topacio.

e Posteriormente se prepararon las diluciones seriadas en tubos erpendorf para
llevar a cabo los experimentos.

3.9.3.Soluciones nutricias

3.9.3.1. Solucion de Krebs-Henseleit

Como solucién nutricia para la realizacion de los experimentos en las dos
preparaciones vasculares (aorta y mesentérica) se ha utilizado la solucion fisiologica de
Krebs-Henseleit (SKH) (Lépez-Miranda et al., 2004). La SKH se preparo diariamente.

En la Tabla 5 se muestra la concentracion final de sales y glucosa en la solucién
de KH utilizada en los experimentos.

Tabla 5: Concentracion de glucosa y de las diferentes sales empleadas en la solucion de Krebs-
Henseleit

Sales Concentracion
s

NaCl 118

KCI 4,75
MgSO;, 1,2

KH2PO4 1,19
NaHCO; 25

CaCl; 2,54

Glucosa 11,0

Todas las sales usadas en la preparacién de esta solucién nutricia fueron
suministradas por Panreac Quimica (Barcelona, Espafia).

3.9.3.2. Solucion de Krebs-Henseleit modificada para corazon
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Como solucion nutricia para la realizacion de los experimentos de evaluacion de
la funcionalidad cardiaca, se ha utilizado la SKH modificada para corazon (Gonzélez et
al., 2011).

En la Tabla 6 se muestra la concentracion final de sales y glucosa en la solucién
de K-H modificada utilizada en los experimentos de Langendorff.
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Tabla 6: Composicién de la solucién nutricia de Krebs-Henseleit modificada para corazén

Sales

NaCl
KCI
MgS04:-7H20
KH2PO4
NaHCO3
Glucosa
CaCl2
Piruvato

Concentracion
(mM)
118
4,7
1,2
1,2
25
10
2,5
2

El piruvato fue suministrado por Sigma Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania). El resto de las sales fueron suministradas por Panreac Quimica (Barcelona,

Espana).

3.9.3.3. Solucion de Krebs-Henseleit modificada utilizada en los

experimentos de la preparacion de arteria mesentérica aislada

Para los experimentos llevados a cabo en arteria mesentérica aislada se utilizé
la SKH rica en potasio. Esta solucion consiste en sustituir el NaCl por KCI en una base

equimolar.

En la Tabla 7 se muestra la concentracion final de sales y glucosa en la solucion
de K-H modificada utilizada en los experimentos
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Tabla 7: Composicion de la solucion nutricia de Krebs-Henseleit rica en potasio.

Concentracion

Sales (mM)

KCI 122,7
MgSO4-7H20 1,2
KH.PO4 1.2
NaHCO3 25
Glucosa 10
CaClz 2,5

Piruvato 2

3.9.34. Soluciones utilizadas para Western-Blot

Las diferentes soluciones utilizadas para la determinacion de la expresién de
proteinas mediante Western-Blot, se prepararon de la siguiente manera:

o Buffer electroforesis: Se diluyd el tampén Tris-Glicina/SDS comercial (10X)
(Biorad, Espafia), en agua bidestilada, en proporcién 1:10.

e Buffer TTBS (Tris-Salino/Tween 20): Se diluyé el buffer TBS Tris-Salino
comercial 10X (Biorad, Espana), en agua bidestilada en una proporcién 1:10.
Ademas se afiadia Tween 20 (Biorad, Espafia) en una proporcion de 0,05%.

o Buffer de bloqueo: Se diluyé leche en polvo desnatada (Biorad, Espafia) en un
buffer TTBS, a una concentracion del 3%.

3.9.4. Unidades de medida y analisis estadistico

Las unidades de medida de cada uno de los parametros valorados en esta Tesis
Doctoral se encuentran resumidas en la Tabla 8.
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Tabla 8: Unidades de medida de los diferentes parametros evaluados

Peso g indice de mg/g
Ingesta g/rata/dia masas
solida (IMc/IMVI)
Ingesta mL/rata/dia Aorta: g
liquida Contraccion
Longitud cm Aorta: %
hocico-ano Relajacion
Perimetro cm Rama %
abdominal mesentérica:
Glucemia mg/dL Contraccion
Insulina pg/mL Rama %
HOMA-IR mesentérica:
HOMA-B Relajacion
Lipidos mg/dL Lecho mmHg
(triglicéridos, mesentérico:
Colesterol, Contraccioén
HDL) Lecho mmHg
Presion mmHg mesentérico:
arterial (PAS, Relajacion.
PAD, HR) MDA uM
Fc Latidos por Expresion Unidades
minuto proteica Arbitrarias
(l.p.m.) (U.A)
PPC mmHg Citoquinas y pg/mL
PDVI mmHg quimiocinas
PDF mmHg

Los valores de los parametros estudiados en esta Tesis Doctoral se expresan
como la media aritmética + error estandar media (E.E.M) de los datos obtenidos de los
grupos animales (n).

Para el andlisis estadistico, se ha utilizado el software Prims 8.0 (Graphpad
Software Inc).

Para la comparacién estadistica de dos grupos de experimentacion, se ha
utilizado un analisis estadistico de t-student con un test de Welch como post hoc.

En las comparaciones estadisticas, de tres 0 mas grupos experimentales, con
una sola variable, se ha evaluado con un analisis de varianza (test ANOVA), de una via
con seguido del post hoc Tukey.

En las comparaciones estadisticas donde se valoraban dos variables, entre dos
0 mas grupos, la comparacion estadistica de los parametros estudiados entre los
distintos grupos experimentales se ha evaluado mediante la realizacion de un analisis
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de la varianza (test ANOVA) de una/dos vias seguido del test post hoc Sidak cuando se
comparaban dos grupos experimentales, y Tukey cuando se comparaban tres 0 mas
grupos experimentales.

Se han considerado diferencias estadisticamente significativas valores de
p<0,05.
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Resultados

Este apartado detalla los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral. En primer
lugar, se expondra la caracterizacion de las complicaciones cardiovasculares, asi como
las modificaciones en la expresion en tejido cardiaco, vascular y renal de los receptores
TLR4 y NLRP3 y del senalizador intracelular MyD88 en el modelo de administracion
cronica de cisplatino (CPT). A continuacion, se expondran los efectos que el antagonista
TLR4, TLR4-PA1 tiene sobre los parametros mencionados en dicho modelo
experimental. En segundo lugar, se detallara la caracterizacion de las alteraciones
cardiovasculares en el modelo de SM por dieta, asi como las modificaciones en la
expresion en tejido cardiaco, vascular y renal de los receptores TLR4 y NLRP3 y del
sefalizador intracelular MyD88 en dicho modelo. Para terminar, se expondran los
efectos que el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1 tiene sobre los parametros
mencionados en el modelo experimental de SM por dieta.
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4.1. Modelo administracién crénica de Cisplatino. Desarrollo de
complicaciones cardiovasculares

4.1.1.Parametros generales

41.11. Evolucion del peso corporal de los animales tratados con
cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kqg) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/KQg)

En la Figura 1 se presentan los datos de la evolucion de peso corporal de los
animales tratados durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

Los animales de los grupos Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg mostraron un
peso similar al inicio del protocolo experimental (CPT 2 mg/Kg: 292,80+£3,41 g (n=10),
p>0,05 vs. Salino: 289,0016,05 g (n=10); CPT 3 mg/Kg: 280,80+4,00 g (n=10), p>0,05
vs. Salino: 289,0016,05 g (n=10)).

En los animales del grupo Salino se observd, a lo largo de todo el periodo
experimental, un aumento semanal en la ganancia de peso corporal. Sin embargo, los
animales del grupo CPT 2 mg /Kg, mantuvieron un peso corporal constante a lo largo
de las 5 semanas de tratamiento con el antitumoral, lo que conllevé que al final del
periodo experimental el peso de los animales del grupo CPT 2 mg/Kg fuese
significativamente menor que el de los animales del grupo Salino (CPT 2 mg/Kg:
274,80+£12,12 g (n=10) p<0,0001 vs. Salino: 356,40+5,77 g (n=10)).

En comparacion con el grupo Salino, los animales del grupo CPT 3 mg/Kg
mostraron una disminucion significativa del peso corporal a partir de la segunda semana
de administracién del antitumoral. Este peso resulté también significativamente menor
que el de los animales control al final del periodo experimental (CPT 3 mg/Kg:
245,10+7,30 g (n=10) p<0,0001 vs. Salino: 356,40+5,77 g (n=10)).

Ademas, se observd, que a partir de la semana 42 de administracion del
antitumoral, el peso corporal de los animales del grupo CPT 3 mg/Kg era también
significativamente menor que el de los animales del grupo CPT 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg:
295,70+£7,17 g (n=10), p<0,001 vs. CPT 3 mg/Kg: 258,40+7,50 g (n=10)). Esta diferencia
significativa se mantuvo hasta el final del tratamiento con el antitumoral (CPT 2 mg/Kg:
274,80+£12,12 g (n=10), p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg: 245,10£7,30 g (n=10)).
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Figura 1: Evolucion del peso corporal de los animales tras el tratamiento durante 5 semanas con
Salino y Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media £ E.E.M (n= 10).
Se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Tukey para el
tratamiento estadistico de los datos (*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 vs Salino; ### p<0,001 ; #HH#
P<0,0001 vs CPT 2 mg/Kg).

411.2. Evolucion de la ingesta solida de los animales tratados
con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kq) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/KQa)

En la Figura 2 se presentan los datos de las ingestas de comida de los animales
tratados durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

Los animales de los grupos Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg mostraron una
ingesta de comida similar al inicio del protocolo experimental, es decir, antes de la
primera administracion del antitumoral (CPT 2 mg/Kg: 21,9810,95 g/rata/dia (n=10),
p>0,05 vs. Salino: 19,09+1,28 g/rata/dia (n=10); CPT 3 mg/Kg: 19,29+2,53 g (n=10),
p>0,05 vs. Salino: 19,09+1,28 g/rata/dia (n=10)).

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg produjo una disminucién de la ingesta de comida
desde la primera administracion del antitumoral. Esta disminucion se mantuvo el resto
de las semanas de tratamiento, aunque no fue estadisticamente significativa en ninguna
de las semanas analizadas, en comparacién con la ingesta solida resultante en el grupo
de animales tratados con Salino (CPT 2 mg/Kg 5 semanas: 16,061£0,60 g/rata/dia
(n=10), p>0,05 vs. Salino 5 semanas: 20,50+1,30 g/rata/dia (n=10)).

El tratamiento con CPT 3 mg/Kg también produjo una disminucién de la ingesta
de comida desde la primera administracion del antitumoral. Esta disminucion fue
progresiva a medida que se administraban las diferentes dosis de antitumoral,
resultando estadisticamente significativa al finalizar el periodo experimental en
comparacion con la ingesta soélida resultante en el grupo de animales tratado con Salino
(CPT 3 mg/Kg: 15,08+2,24 (n=10), p>0,05 vs. Salino: 20, 505+1,30 (n=10) g/rata/dia).

Por ultimo, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg produjo una disminuciéon de la
ingesta mayor, que la observada en el grupo de animales tratados con la otra dosis del
antitumoral (CPT 2 mg/Kg: 16,061£0,60 g/rata/dia (n=10), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg:
15,08+2,24 g/rata/dia (n=10)).
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Figura 2: Evolucién de la ingesta sélida de los animales tras el tratamiento durante 5 semanas con
Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media * E.E.M (n=10). Se
utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Tukey para el
tratamiento estadistico de los datos. P<0,05 vs Salino. IS: Ingesta sélida.

4 .1.2.Marcadores plasmaticos

41.21. Niveles plasmaticos de MDA en los animales tratados con
cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kqg) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/KQa)

En la Figura 3 se presentan los niveles de MDA de los animales tratados durante
5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg causé un aumento, que no llegd a ser
significativo, en los niveles plasmaticos de MDA en relacion con los niveles observados
en los animales de grupo Salino (CPT 2 mg/Kg: 0,286+0,047 mMol/mL (n=5), p>0,05 vs.
Salino: 0,242+0,023 mMol/mL (n=4)). Sin embargo, el tratamiento con la dosis de CPT
3 mg/Kg si ocasiond un aumento significativo en los niveles plasmaticos de MDA con
respecto a los animales del grupo Salino (CPT 3 mg/Kg: 0,559+0,116 mMol/mL (n=4),
p<0,01 vs. Salino 0,242+0,023 mMol/mL (n=4)). Este aumento de los niveles
plasmaticos de MDA en los animales tratados con CPT 3 mg/Kg fue ademas
significativamente superior al de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg:
0,286+0,047 mMol/mL, (n=5), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 0,559 + 0,116 mMol/mL (n=4)).
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Figura 3: Niveles plasmaticos de Malondialdehido (MDA) en los animales tras el tratamiento durante
5 semanas con Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media £
E.E.M (n=4). Se utiliz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey
para el tratamiento estadistico de los datos (* p<0,05 vs Salino; #p<0,05 vs CPT 2 mg/Kg).
4.1.2.2. Niveles plasmaticos de Creatinina en los animales
tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 ma/Kq) y cisplatino 3 mg/Kg
(CPT 3 mg/Kqa)

En la Figura 4 se presentan los niveles de Creatinina de los animales tratados
durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg caus6 un aumento en los niveles plasmaticos
de Creatinina, que no llego a ser significativo en comparacion con los valores obtenidos
en los animales del grupo Salino (CPT 2 mg/Kg: 0,81+£0,19 mg/mL (n=6), p>0,05 vs.
Salino: 0,25+0,02 mg/mL (n=6)). Sin embargo, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg si
ocasioné un aumento significativo en los niveles plasmaticos de Creatinina con respecto
a los animales del grupo Salino (CPT 3 mg/Kg: 2,28+0,53 mg/mL (n=6), p<0,01 vs.
Salino 0,25+0,02 mg/mL (n=6)).

Este aumento de los niveles plasmaticos de Creatinina en los animales tratados
con CPT 3 mg/Kg fue ademas significativamente superior al de los animales a los que
se administré CPT 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg: 0,81+0,19 mg/mL (n=6), p>0,05 vs. CPT 3
mg/Kg: 2,28+0,53 mg/mL (n=6)).
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Figura 4: Niveles plasmaticos de Creatinina en los animales tras el tratamiento durante 5 semanas
con Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media * E.E.M (n=6).
Se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para el
tratamiento estadistico de los datos (** p<0,01 vs Salino; #p<0,05 vs CPT 2 mg/Kg).

4.1.2.3. Niveles plasmaticos de citoquinas en los animales
tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kq) v cisplatino 3 mg/Kg
(CPT 3 mg/Kq)

En la Tabla 9 se presentan los niveles de las diferentes citoquinas en los
animales tratados durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. No se
pudieron obtener datos para las siguientes citoquinas: IL-2, IL-5, IL-17 y VEGF, debido
a que sus niveles en las muestras procesadas estaban por debajo del umbral de
deteccién del equipo utilizado.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg no produjo cambios en los niveles plasmaticos
de la mayoria de las citoquinas analizadas en comparacion con los niveles obtenidos de
estos mediadores en los animales tratados con Salino. Unicamente en el caso de la IL-
18, el tratamiento con CPT 2 mg/Kg ocasiond un ligero aumento de esta citoquina en
comparacion con los animales tratados con Salino (CPT 2 mg/Kg: 584,9+87,80 pg/mL,
(n=4), P>0,05 vs. Salino: 298,5+54,51 pg/mL (n=4)) (Tabla 9).

El tratamiento crénico con CPT 3 mg/Kg tampoco produjo cambios significativos
en los niveles plasmaticos de la mayoria de las citoquinas analizadas. Sin embargo, este
tratamiento provocd un aumento significativo de los niveles de IL-18 en comparacién
con los animales tratados con Salino (CPT 3 mg/Kg: 5834+1581 pg/mL, (n=4), P<0,01
vs. Salino: 298,5+54,51 pg/mL (n=4)) (Tabla 9).

Por ultimo, los niveles plasmaticos de IL-18 en los animales tratados con CPT 3
mg/Kg, también fueron significativamente superiores a los de los animales tratados con
CPT 2 mg/Kg (CPT 3 mg/Kg: 5834+1581 pg/mL, (n=4), P<0,01 vs. CPT 2 mg/Kg:
584,90+87,80 pg/mL, (n=4)).
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Analito SE 1) CPT2mg/Kg CPT 3 mg/Kg
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
G-CSF 56,58+4,51 47,94+9,56 51,67+3,96 ns
(GM)-CSF  85,17+8,74 78,72+4,19 90,58+13,25 ns
IL-1a 118,9+12,77 87,87+23,55 94,88+7,89 ns
IL-18 28,36+2,77 30,31+8,40 28,50+2,34 ns
IL-2 - - -
IL-5 - - -
IL-6 209,1+38,14 180,8+32,84 189,7+17,55 ns
IL-7 - - -

TNF-a 353,5+53,19  299,5+53,77 314,90+41,38 ns
IL-4 89,77+19,93 98,95+23,13 85,73+14,46 ns
IL-7 70,59+9,30 56,19+14,30 62,84+7,42 ns
IL-10 214,2+17,11 234,7+57,21 194,8+34,51 ns

IL-12p70  191,2+54,67 154,7+57,15 147,1+£15,49 ns
IL-13 89,65+16,72 61,81+6,55 87,46+15,31 ns
IL-18 298,5+54,51 584,9+87,80 5834+1581"#  <0,01

IFN-y 153,8+29,94 172,9+40,13 199,4+22 38 ns
MCP-1 2219542163  27221+4797 25477+1171 ns
MIP-1a 44,72+1,66 43,33+7,67 50,53+5,82 ns
RANTES  10526+1073 10651+1759 13436+1337 ns
MIP-3a 1406+£113,1 1414+£112,7 1297+16,45 ns
GRO/KC  278,9+41,11 493,8+155,2 336,8+104,8 ns

VEGF - - -

Tabla 9: Niveles plasmaticos de citoquinas en los animales tras el tratamiento durante 5 semanas
con Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media * E.E.M (n=4).
Se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para el
tratamiento estadistico de los datos (ns: No significativo, ** p<0,01 vs Salino; ## p<0,01 vs CPT 2
mg/Kg).

4.1.3. Parametros cardiovasculares

41.31. Presion arterial y frecuencia cardiaca en los animales
tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kqa) v cisplatino 3 mg/Kg
(CPT 3 ma/KQq)

En este apartado se presentan los valores de Presion Arterial Sistélica (PAS)
(Figura 5 a), Presién Arterial Diastdlica (PAD) (Figura 5 b) y Frecuencia Cardiaca (FC)
(Figura 5 c) de los animales tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, CPT 2
mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

En el grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg, no se observaron cambios
en los niveles de PAS, PAD y FC en comparacion con los animales tratados con Salino
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(PAS: CPT 2 mg/Kg: 116,09+2,54 mm Hg (n=10), p>0,05 vs. Salino: 112,3349,05 mm
Hg (n=10); PAD: CPT 2 mg/Kg: 76,91+4,99 mm Hg (n=10), p>0,05 vs. Salino:
77,8745,50 mm Hg (n=10); FC: CPT2 mg/Kg: 350,11£14,11 l.p.m (n=10), p>0,05 vs.
Salino: 338,09+£19,40 I.p.m (n=10)).

En el grupo de animales tratados con CPT 3 mg/Kg, los valores de PAS fueron
ligeramente menores que los de los animales tratados con Salino (CPT 3 mg/Kg:
92,13+14,25 mmHg (n=7), p>0,05 vs. Salino: 112,33 + 9,05 mmHg (n=10)). En cambio,
en estos animales se observd una disminucion estadisticamente significativa en los
niveles de PAD en comparacion con los obtenidos en los animales tratados con Salino
(CPT 3 mg/Kg: 47,53+11,08 mmHg (n=7), p<0,05 vs. Salino: 77,87+5,50 mmHg (n=10)).
Por otra parte, también se observé una disminucién significativa en los niveles de FC en
el grupo tratado con CPT 3 mg/Kg respecto a los animales tratados con Salino (CPT 3
mg/Kg: 254,72+20,82 |.p.m (n=7), p>0,05 vs. Salino: 338,09£19,40 I.p.m (n=10))

Por ultimo, los animales tratados con CPT 3 mg/Kg mostraron valores de PAS y
PAD inferiores a los de los animales del grupo CPT 2 mg/Kg, resultando los mismos
significativamente diferentes en el caso de la PAD (PAS: CPT 2 mg/Kg: 116,09+2,54
mmHg (n=10), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 92,13+14,25 mmHg (n=7); PAD: CPT 2 mg/Kg:
76,91+£4,99 mmHg (n=10), p<0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 47,53+11,08 mmHg (n=7)). En el
caso de la FC, no se observaron diferencias significativas entre los valores de los dos
grupos de animales tratados con el antitumoral (CPT 2 mg/Kg: 350,11£14,11 l.p.m
(n=10), p>0,05. vs. CPT 3 mg/Kg: 343,42+21,21 l.p.m (n=7)).
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Figura 5: (a) Presion Arterial Sistolica (PAS), (b) Presion Arterial Diastélica (PAD) y, (c) Frecuencia
Cardiaca (FC) en animales anestesiados tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, Cisplatino
(CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media * E.E.M (n=7-10). Se utiliz6 un analisis
de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para el tratamiento estadistico
de los datos (* p<0,05 vs Salino; #<0,05 vs CPT 2 mg/Kg). |.p.m: latidos por minuto.

4.1.3.2. Funcion cardiaca basal en los animales tratados con
cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kqg) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/KQa)

En este apartado se presentan los valores de Presion de Perfusion de las
Coronarias (PPC) (Figura 6 a), Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI)
(Figura 6 b) y Presion Diastdlica Final (PDF) (Figura 6 ¢) obtenidos en la preparacién de
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corazon aislado y perfundido de los animales tras el tratamiento durante 5 semanas con
Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

Los animales tratados con CPT 2 mg/Kg presentaron valores de PPC similares
a los obtenidos en los animales tratados con Salino (CPT 2 mg/Kg: 100,93+7,03 mmHg
(n=10), p>0,05 vs. Salino: 92,38+5,77 mmHg (n=10)). En relaciéon con la PDVI, los
animales tratados con CPT 2 mg/Kg también presentaron valores similares a los
animales tratados con Salino (CPT 2 mg/Kg: 99,23+11,09 mmHg (n=10), p>0,05 vs.
Salino: 88,80+10,00 mmHg (n=10)). Sin embargo, en los animales del grupo CPT 2
mg/Kg se observé un ligero aumento en la PDF en relacion con la obtenida en los
animales del grupo Salino (CPT 2 mg/Kg: 14,42+3,44 mmHg (n=10), p>0,05 vs. Salino:
7,40+3,10 mmHg (n=10)).

El tratamiento crénico con CPT 3 mg/Kg produjo un ligero aumento en la PPC de
los animales en comparacién con la obtenida en los animales tratados con Salino (CPT3
mg/Kg: 119,44+13,82 mmHg (n=8), p>0,05 vs. Salino: 92,38+5,77 mmHg (n=10)). Por
otra parte, en los animales tratados con CPT 3 mg/Kg se produjo, en comparacion con
los animales tratados con Salino, una disminucion significativa de la PDVI (CPT 3
mg/Kg: 51,86+5,59 mmHg (n=8), p<0,05 vs. Salino: 88,80+10,00 mmHg (n=10)), que se
acompafio con un aumento significativo en la PDF (CPT 3 mg/Kg: 32,31+£5,23 mmHg
(n=7), p<0,001 vs. Salino: 7,40+3,10 mmHg (n=10)).

Por ultimo, al comparar los valores entre los animales tratados con CPT2 mg/Kg
y los animales tratados con CPT 3 mg/Kg, no se observaron diferencias en los valores
de la PPC de los animales de ambos grupos (CPT 2 mg/Kg: 100,93+7,03 mmHg (n=10),
p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 119,44+13,82 mmHg (n=8)). Sin embargo, el tratamiento con
CPT 3 mg/Kg produjo una disminucion significativa en la PDVI de los animales en
comparacion con la obtenida en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kag:
99,231£11,09 mmHg (n=10), p>0,05 vs. CPT3 mg/Kg: 51,86 * 5,59 mmHg (n=8)). Mas
aun, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg produjo un aumento significativo de la PDF de los
animales en comparacién con la obtenida en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg
CPT2 mg/Kg: 14,42+3,44 mmHg (n=10), p<0,05 vs. CPT3 mg/Kg: 32,311+5,23 mmHg

(n=7)).
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Figura 6: (a) Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC), (b) Presiéon Desarrollada por el Ventriculo
Izquierdo (PDVI) y, (c) Presion Diastdlica Final (PDF) en preparaciones de corazén aislado y
perfundido de animales tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg
y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media * E.E.M (n=8-10). Se utilizé6 un analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para el tratamiento estadistico de los datos
(* p<0,05; **p<0,01 vs Salino; #<p<0,05 vs CPT 2 mg/Kg).

89



Resultados

4.1.3.3. indices cardiacos en los animales tratados con cisplatino
2 mg/Kg (CPT 2 ma/Kq) vy cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3 ma/Kq)

En este apartado se presentan el indice de Masa Cardiaco (IMc) (Figura 7 a) y
el indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) (Figura 7 b) de los animales tras el
tratamiento durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg no produjo cambios ni en el IMc, ni en el IMVI
de los animales en comparacion con el obtenido en los animales tratados con Salino
(IMc: CPT 2 mg/Kg: 2,71+£0,08 mg/g (n=10), p>0,05 vs. Salino: 2,82+0,08 mg/g (n=10);
IMVI: CPT 2 mg/Kg: 1,81+£0,06 mg/g (n=10), p>0,05 vs. Salino: 1,89+0,05 mg/g (n=10)).

Sin embargo, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg produjo un aumento significativo
tanto del IMc como el IMVI de los animales en comparacion con el de los animales
tratados con Salino (IMc: CPT 3 mg/Kg: 3,261£0,11 mg/g (n=8), p<0,01 vs. Salino:
2,82+0,08 mg/g (n=10); IMVI: CPT 3 mg/Kg: 2,14+0,05 mg/g (n=8), p<0,01 vs. Salino:
1,89+0,05 mg/g (n=10)). Mas aun, los valores de IMc e IMVI de los animales tratados
con CPT 3 mg/Kg resultaron significativamente superiores a los obtenidos en los
animales tratados con CPT 2 mg/Kg (IMc: CPT 2 mg/Kg: 2,71+£0,08 mg/g (n=10), p<0,01
vs. CPT 3 mg/Kg: 3,261£0,11 mg/g (n=8); IMVI: CPT 2 mg/Kg: 1,81+£0,06 mg/g (n=10),
p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg: 2,14+0,05 mg/g (n=8)).
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Figura 7: (a) indice de Masa cardiaco (IMc), (b) indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) de
animales tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y Cisplatino 3
mg/Kg. Los datos representan la Media * E.E.M (n=8-10). Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguido de un test post-hoc Tukey para el tratamiento estadistico de los datos (**p<0,01
vs Salino; ##p<0,01 vs CPT 2 mg/Kg).
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4.1.34. Reactividad vascular en aorta en los animales tratados
con cisplatino 2 mag/Kg (CPT 2 mag/Kq) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/Kqg)

En este apartado se presentan los resultados de reactividad vascular en la aorta
de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 8, se representan:
la funcion contractil (Figura 8 a), la relajacion dependiente de endotelio (jError! No se
encuentra el origen de la referencia. b), y la relajacién no dependiente de endotelio
(Figura 8 c), asi como el area bajo las correspondientes curvas concentracion-respuesta
(Figura 8 d, e y f) en las preparaciones obtenidas de los animales tras el tratamiento
durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg no ocasioné cambios en la funcion contractil de
la aorta de los animales en comparaciéon con la funcién obtenida en las preparaciones
procedentes de los animales tratados con Salino (Emax: CPT 2 mg/Kg:1,08+0,12 ¢
(n=10), p>0,05 vs. Salino: 1,16+0,10 g (n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg: 2,52+0,38 (n=10),
p>0,05 vs. Salino: 2,61+£0,30 (n=10)). Por otra parte, el tratamiento con CPT 2 mg/Kg
produjo una disminucién significativa de la relajacién dependiente de endotelio en la
aorta de los animales de este grupo en comparacion con la de los animales tratados con
Salino (Emax: CPT 2 mg/Kg: 55,92+3,26 % (n=12), p<0,0001 vs. Salino: 80,78+3,56 %
(n=12); ABC: CPT 2 mg/Kg: 118,10+13,3 p<0,01 vs. Salino: 185,3£17,5 (n=12)). Sin
embargo, el tratamiento con CPT 2 mg/Kg no afecté la relajacién no dependiente de
endotelio en las preparaciones de los animales de este grupo en comparacion con las
respuestas procedentes de animales tratados con Salino (Emaxx CPT 2 mg/Kg:
117,26+3,07 % (n=12), p>0,05 vs. Salino: 117,16x£2,87 % (n=11); ABC: CPT 2 mg/Kg:
167,1048,73 (n=10), p>0,05 vs. Salino: 184,30+8,70 (n=11)).

El tratamiento con CPT 3 mg/Kg ocasioné cambios similares a los obtenidos con
el tratamiento de CPT 2 mg/Kg en la contractilidad y relajacién dependiente de endotelio
en aorta. Asi, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg tampoco modifico la funcién contractil de
este vaso en comparacion con el tratamiento con Salino (Enax: CPT 3 mg/Kg: 1,27+0,11
g (n=10), p>0,05 vs. Salino: 1,16+0,10 g (n=10); ABC: CPT 3 mg/Kg: 2,81+0,44 (n=10)
p>0,05 vs. Salino: 2,61+0,30 (n=10)), y ocasion6 una disminucion significativa de la
relajaciéon dependiente de endotelio (Emax: CPT 3 mg/Kg: 62,88+3,93 % (n=11),
p<0,0001 vs. Salino: 80,78+3,56 % (n=12); ABC: CPT 3 mg/Kg: 118,10+13,30 (n=10)
p<0,05 vs. Salino: 185,3+17,5 (n=12)). Sin embargo, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg
ocasiona, ademas, un aumento significativo de la relajacion no dependiente de
endotelio, produciéndose un desplazamiento de la curva concentracion-respuesta a
NPS y un incremento en el area bajo la curva correspondiente (Emax: CPT 3 mg/Kg:
Emax:126,79+3,99 % (n=10), p>0,05 vs. Salino: 117,16+2,87 % (n=11); ABC: CPT 3
mg/Kg: 239,90£13,69 (n=10) p<0,01 vs. Salino: 184,30+8,66 (ABC) (n=10)).

Al comparar la reactividad vascular de la aorta en los dos grupos de animales
tratados con las dos dosis de antitumoral, no se observaron diferencias ni en la funcién
contractil de la aorta entre ambos grupos experimentales (Emax: CPT 2 mg/Kg: 1,08+0,12
g (n=10), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 1,27+0,11 g (n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg: 2,52+0,38
(n=10), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 2,81+0,44 (n=10)), ni en la relajacién dependiente de
endotelio (Emax: CPT 2 mg/Kg: 55,92+3,26 % (n=12), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg:
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62,88+3,93 % (n=11); ABC: CPT 2 mg/Kg: 118,10£13,3 p<0,05 vs. CPT 3 mg/Kg:
118,10+£13,30 (n=10)). Sin embargo, en el grupo de animales tratados con CPT 3 mg/Kg,
la relajacion no dependiente de endotelio de la aorta fue significativamente mayor que
la de las preparaciones obtenidas de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg (CPT 2
Mg/Kg: Emax:117,26+3,07 % (n=12) p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: Emax: 126,79+3,99 %
(n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg: 167,10+8,73 (n=6) p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg: 239,90+13,69
(n=10)).
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Figura 8: (a) Curva concentracion-respuesta a Fe (10-°°M-10-M), (b) Curva concentracién-respuesta
a Ca (10-°°M-10M), (c) Curva concentracion-respuesta de NPS (10-°M-10M), (d) Area bajo la curva
de la curva concentracion-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta
a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta a NPS, en anillos aislados de aorta
de rata procedentes de animales tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, Cisplatino (CPT)
2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos representan la Media £ E.E.M (n=10). Para el tratamiento
estadistico de las curvas concentracion-respuesta se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias seguido de un test post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de los datos del area bajo la
curva se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch. (** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
vs Salino; ## p<0,01; #HHH# p<0,0001 vs CPT 2 mg/Kg). Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol; NPS:
Nitroprusiato sédico; ABC: Area bajo la curva.
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4.1.3.5. Reactividad vascular en lecho mesentérico en los
animales tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kq) v cisplatino
3 mg/Kg (CPT 3 mg/Kq)

En este apartado se presentan los resultados de reactividad vascular en el lecho
mesentérico de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 9, se
representan: la funcién contractil (Figura 9 a), la relajacion dependiente de endotelio
(Figura 9 b), y la relajacion no dependiente de endotelio (Figura 9 c), asi como el area
bajo las correspondientes curvas concentracion-respuesta (Figura 9 d, e y f) en las
preparaciones obtenidas de los animales tras el tratamiento durante 5 semanas con
Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

La funcioén contractil del lecho mesentérico no se modificé tras el tratamiento con
CPT 2 mg/Kg, en comparacion, con las preparaciones procedentes de los animales
tratados con Salino (Emax: CPT 2 mg/Kg: 96,54+12,23 mmHg (n=10), p>0,05 vs. Salino:
96,12+5,15 mmHg (n=8); ABC: CPT 2 mg/Kg: 505,30+67,61 (n=10), p>0,05 vs. Salino:
502,00+45,55 (n=8)). El tratamiento con CPT 2 mg/Kg tampoco modificé la relajacion
dependiente de endotelio (Emax: CPT 2 mg/Kg: 72,69+3,61 % (n=10), p>0,05 vs. Salino:
70,15+4,46 % (n=11): ABC: CPT 2 mg/Kg: 150,60+16,24 (n=10), p>0,05 vs. Salino:
150,38+25,31 (n=11)); ni la relajacién no dependiente de endotelio, aunque si produjo
un leve aumento del area bajo la curva correspondiente a NPS en comparacion con las
preparaciones procedentes de animales tratados con Salino (Emax: CPT 2 mg/Kg:
91,841£1,18 % (n=9), p>0,05 vs. Salino: 83,47+3,02 % (n=6); ABC: CPT 2 mg/Kg:
287,90+13,35 (n=9), p>0,05 vs. Salino: 233,32+17,02 (n=6)).

El tratamiento con CPT 3 mg/Kg ocasion6 una disminucion significativa de la
contractilidad del lecho mesentérico en comparacién con las preparaciones procedentes
de los animales tratados con Salino (CPT 3 mg/Kg: 55,38+5,23 mmHg (n=10), p<0,001
vs. Salino: 96,12+5,15 mmHg (n=8); ABC: CPT 3 mg/Kg: 277,84+38,24 (n=10), p<0,05
vs. Salino: 502,02+45,56 (n=8)). Sin embargo, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg no
modificd ni la relajacién dependiente de endotelio (CPT 3 mg/Kg: 80,49+2,48 % (n=9),
p>0,05 vs. Salino: 83,47+3,02 % (n=10)), ni la relajacion independiente del endotelio
(Emax: CPT 3 mg/Kg: 97,30£1,66 % (n=6), p>0,05 vs. Salino: 83,47+3,02 % (n=6),
aunque en ambos casos de observo un ligero aumento en las areas bajo la curva
correspondientes en comparacion con las preparaciones procedentes de los animales
tratados con Salino (ABC: Ca: CPT 3 mg/Kg: 97,30+1,66 % (n=6), p>0,05 vs. Salino:
83,4713,02 % (n=6); ABC: NPS: CPT 3 mg/Kg: 276,88+27,59 (n=6), p>0,05 vs. Salino:
233,32+17,02 (n=6)).

Al comparar la reactividad vascular del lecho mesentérico en los dos grupos de
animales tratados con las dos dosis de antitumoral, se observé que en las preparaciones
de animales tratados con CPT 3 mg/Kg, tanto la funcion contractil como el area bajo la
curva eran significativamente inferiores que las de las preparaciones procedentes de los
animales tratados con CPT 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg: 96,54+12,23 mmHg (n=10), p<0,001
vs. CPT3 mg/Kg: 55,384+5,23 mmHg (n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg: 505,30+67,61 (n=10),
p<0,001 vs. Salino: 502,02+45,56 (n=8)). Sin embargo, no se observaron diferencias en
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la relajacién dependiente de endotelio (CPT 2 mg/Kg: 72,69+3,61 % (n=10), p>0,05 vs.
CPT 3 mg/Kg: 80,49+2,48 % (n=9); ABC: CPT 2 mg/Kg 150,60+16,24 (n=10), p>0,05
vs. CPT 3 mg/Kg: 188,31+25,77 (n=9)), ni tampoco en la relajacién no dependiente de
endotelio (CPT 2 mg/Kg: 91,84+1,18 % (n=9), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 97,30+£1,66 %
(n=6); ABC: CPT 2 mg/Kg: 287,90+13,35 (n=9), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 276,88+27,59
(n=6)).
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Figura 9: (a) Curva concentracion-respuesta a Fe (10-80 nmol), (b) Curva concentracion-respuesta a
Ca (0,5-50.000 nmol), (c) Curva concentracién-respuesta de NPS (0,1-1000 nmol), (d) Area bajo la
curva de la curva concentracion-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracién-
respuesta a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta a NPS, en el lecho
mesentérico perfundido procedente de animales tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino,
Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=6-
10). Para el tratamiento estadistico de las curvas concentracidon-respuesta se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de
los datos del area bajo la curva se utilizé un analisis t-student con correccién de Welch (* p<0,05;
**p<0,01 vs salino; #p<0,05; ##p<0,01; ####p<0,001 vs CPT 2 mg/Kg). Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol;
NPS: Nitroprusiato sédico: ABC: Area bajo la curva.

4 1.4 Expresion proteica

4141. Expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el ventriculo
izquierdo de los animales tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2
ma/Kq) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3 ma/Kq)

En este apartado se presentan los resultados de la expresidn proteica en el tejido
cardiaco de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 10, se
representan: expresion proteica de TLR4 (Figura 10 a), expresion proteica de MyD88
(Figura 10 b), y la expresion proteica de NLRP3 (Figura 10 c), en el tejido cardiaco
obtenido de los animales tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, CPT 2
mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg no modifico la expresion proteica de TLR4, ni
MyD88, en el ventriculo izquierdo de los animales en comparacion con dicha expresion
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en el tejido procedente de animales tratados con Salino (TLR4: CPT 2 mg/Kg:
106,86+6,66 U.A (n=6), p>0,05 vs. Salino: 100,00+5,66 U.A (n=6); MyD88: CPT 2
mg/Kg: 97,9915,58 U.A (n=5) p>0,05 vs. Salino: 100,00£2,19 U.A (n=4)). Sin embargo,
el tratamiento con CPT 2 mg/Kg produjo un aumento, aunque no significativo, de la
expresion de NLRP3 en el ventriculo izquierdo, en comparacion con su expresion en
dicho tejido en el grupo de animales tratados con Salino (CPT 2 mg/Kg: 234,98125,53
U.A (n=6), P>0,05 vs. Salino: 100,12+8,80 U.A (n=6)).

El tratamiento con CPT 3 mg/Kg no modificd tampoco la expresion del TLR4 ni
de MyD88 en el ventriculo izquierdo de los animales en comparacion con su expresion
en el tejido procedente de animales tratados con Salino (TLR4: CPT 3 mg/Kg:
100,4115,53 U.A (n=6), p>0,05 vs. Salino: 100,00+5,66 U.A (n=6); MyD88: CPT 3
mg/Kg: 101,994£7,91 U.A (n=6) p>0,05 vs. Salino: 100,00£2,19 U.A (n=4)). Sin embargo,
el tratamiento con CPT 3 mg/Kg si produjo un aumento significativo de la expresion de
NLRP3 en el ventriculo izquierdo de los animales, en comparacioén con su expresion en
dicho tejido en animales tratados con Salino (CPT 3 mg/Kg: 565,68+154,63 U.A (n=5),
P<0,01 vs. Salino: 100,1248,80 U.A (n=6)).

Por ultimo, no se observaron diferencias en la expresion de TLR4 y MyD88 entre
los animales tratados con las dos dosis del antitumoral (TLR4: CPT 2 mg/Kg:
106,8616,66 U.A (n=6), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 100,41+5,53 U.A (n=6); MyD88; CPT
2 mg/Kg: 97,99+5,58 U.A (n=5) p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 101,99+7,91 U.A (n=6)). No
obstante, la administracion de CPT 3 mg/Kg, produjo un aumento significativo en la
expresion de NLRP3 a nivel cardiaco en comparaciéon con la observada en el grupo de
animales tratados con CPT 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg: 234,98+25,53 U.A (n=6), P>0,05
vs. CPT 3 mg/Kg: 565,68+154,63 U.A (n=5)).
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Figura 10: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88 y (c) Expresion proteica
de NLRP3 en el ventriculo izquierdo procedente de animales tras el tratamiento durante 5 semanas
con Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos estan representados como Media £
E.E.M (n=4-6). Se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-
hoc Tukey para el tratamiento estadistico de los datos (** p<0,01 vs. Salino; # p<0,05 vs CPT 2
mg/Kg). U.A: Unidades Arbitrarias.
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414.2. Expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en la aorta de los
animales tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kq) v cisplatino
3 mg/Kg (CPT 3 mg/KQq)

En este apartado se presentan los resultados de la expresion proteica en el tejido
de aorta de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 11, se
representan: expresion proteica de TLR4 (Figura 11 a), expresion proteica de MyD88
(Figura 11 b), y expresion proteica de NLRP3 (Figura 11 c), obtenida de los animales
tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg no modifico la expresion proteica de TLR4, ni
MyD88, en la aorta de los animales en comparacion con la expresion de estas proteinas
en las preparaciones obtenidas del grupo de animales tratados con Salino (TLR4: CPT
2 mg/Kg: 97,6418,32 U.A (n=6), p>0,05 vs. Salino: 100,00+3,50 U.A (n=6); MyD88: CPT
2 mg/Kg: 97,99+5,58 U.A (n=5), p>0,05 vs. Salino: 100,00+2,19 U.A (n=4)). Sin
embargo, el tratamiento con CPT 2 mg/Kg produjo una disminucién significativa de la
expresion de NLRP3 en la aorta de los animales, en comparacion con su expresion en
este tejido en el grupo de animales tratado con Salino (CPT 2 mg/Kg: 75,08+6,90 U.A
(n=6), P<0,05 vs. Salino: 100,00+8,19 U.A (n=7)).

El tratamiento con CPT 3 mg/Kg tampoco modificé la expresién proteica de TLR4
y MyD88 en la aorta de los animales en comparacion con la expresién de estas proteinas
en las preparaciones obtenidas del grupo de animales tratado con Salino (TLR4: CPT 3
mg/Kg: 97,3619,88 U.A (n=5), p>0,05 vs. Salino: 100,00+3,50 U.A (n=6); MyD88: CPT
3 mg/Kg: 101,9917,91 U.A (n=6), p>0,05 vs. Salino: 100,00+2,19 U.A (n=4). Sin
embargo, de nuevo, el tratamiento con CPT 3 mg/Kg produjo una disminucion
significativa de la expresion de NLRP3 en la aorta de los animales en comparacion con
la expresion de esta proteina en las preparaciones procedentes de animales tratados
con Salino (CPT 3 mg/Kg: 58,64+3,83 U.A (n=6), P<0,01 vs. Salino: 100,00+8,19 U.A

(n=7)).

Por ultimo, no se observaron diferencias en la expresion proteica del TLR4 y el
MyD88, entre los animales tratados con las dos dosis de cisplatino (TLR4: CPT 2 mg/Kg:
97,6418,32 U.A (n=6), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 97,36+9,88 U.A (n=5); MyD88; CPT 2
mg/Kg: 97,99+5,58 U.A (n=5), p>0,05 vs CPT 3 mg/Kg: CPT 3 mg/Kg: 101,99£7,91 U.A
(n=6)). La expresion proteica de NLRP3 fue menor en la aorta de los animales tratados
con CPT 3 mg/Kg que en la de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg, sin embargo,
no se observaron tampoco diferencias significativas entre estos valores (CPT 2 mg/Kg:
75,0846,90 U.A (n=6), P>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 58,64+3,83 U.A (n=6)).
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Figura 11: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88 y (c) Expresion proteica
de NLRP3, en la aorta procedente de animales tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino,
Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=5-
6). Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey
para el tratamiento estadistico de los datos (**p<0,01 vs. salino). U.A: Unidades Arbitrarias.
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4.14.3. Expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el tejido renal de
los animales tratados con cisplatino 2 mag/Kg (CPT 2 mag/Kqg) vy
cisplatino 3 mg/Kqg (CPT 3 mag/Kq)

En este apartado se presentan los resultados de la expresion proteica en el tejido
renal de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 12, se
representan: expresion proteica de TLR4 (Figura 12 a), la expresion proteica de MyD88
(Figura 12 b), y expresion proteica de NLRP3 (Figura 12 c), obtenida de los animales
tras el tratamiento durante 5 semanas con Salino, CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg produjo un aumento, no significativo, de la
expresion de TLR4 en el tejido renal de los animales en comparacién con su expresion
en las muestras de tejido obtenidas en el grupo de animales tratado con Salino (CPT 2
mg/Kg: 173,77+18,18 U.A (n=6), p>0,05 vs. Salino: 100,00+2,06 U.A (n=6)). Sin
embargo, el tratamiento con CPT 2 mg/Kg aumenté significativamente la expresion de
MyD88 en el tejido renal de los animales en comparacion con su expresion en las
muestras de tejido obtenidas del grupo de animales tratado con Salino (CPT 2 mg/Kg:
232,03+36,62 U.A (n=5), p<0,05 vs. Salino: 100,00+1,40 U.A (n=6)). Ademas, la
expresion de NLRP3 aument6é también de manera significativa en el tejido renal de
animales tratados con CPT 2 mg/Kg en comparacion con la expresion de esta proteina
en el tejido obtenido de animales tratados con Salino (CPT 2 mg/Kg: 864,40+167,53 U.A
(n=6), p<0,01 vs. Salino: 100,02+4,53 U.A (n=6)).

El tratamiento con CPT 3 mg/Kg aument6é de manera significativa la expresion
de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el tejido renal de los animales en comparacion con su
expresion en las muestras de tejido obtenidas del grupo de animales tratados con Salino
(TLR4: CPT 3 mg/Kg: 379,74+64,82 U.A (n=5), p<0,001 vs. Salino: 100,00+2,06 U.A
(n=6); MyD88: CPT 3 mg/Kg: 342,72+35,63 U.A (n=5), p<0,0001 vs. Salino: 100,00+£1,40
U.A (n=6); NLRP3: CPT 3 mg/Kg: 1664,93+142,77 U.A (n=6), p<0,01 vs. Salino:
100,0244,53 U.A (n=6)).

Por ultimo, la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 a nivel renal en el grupo de
animales tratado con CPT 3 mg/Kg fue superior a la expresion de estas proteinas en el
tejido procedente de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg, resultando dicho aumento
estadisticamente significativo en el caso de la expresion de TLR4 y NLRP3 (TLR4: CPT
2 mg/Kg: 173,77£18,18 U.A (n=6), p<0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 379,74164,82 U.A (n=5);
MyD88: CPT 2 mg/Kg: 232,03+36,62 U.A (n=5), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 342,72+35,63
U.A (n=5); NLRP3: CPT 2 mg/Kg: 864,40+£167,53 U.A (n=6), p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg:
1664,93+142,77 U.A (n=6)).
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Figura 12: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88 y (c) Expresion proteica
de NLRP3, en el tejido renal procedente de animales tras el tratamiento durante 5 semanas con
Salino, Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg. Los datos estan representados como Media * E.E.M
(n=5-6). Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Tukey para el tratamiento estadistico de los datos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs.
salino; ## p<0,01 vs. CPT 2 mg/Kg). U.A: Unidades Arbitrarias.
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4144. Expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en la arteria
mesentérica de los animales tratados durante 5 semanas con
cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kqg) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/Kqg)

En la Figura 13 se muestran los resultados de la evaluacion de la expresién de
TLR4, MyD88 y NLRP3 en la capa endotelial, capa muscular lisa, y adventicia de la
arteria mesentérica obtenida de los animales tras el tratamiento con Salino, CPT 2
mg/Kg y CPT 3 mg/Kg.

En el endotelio y la capa muscular media, el tratamiento con las dos dosis de
cisplatino (CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg) produjo un aumento de la expresién de TLR4
y MyD88, que fue mayor a la dosis mas alta administrada. Sin embargo, la expresién de
NLRP3 no se modific6 en la capa endotelial, ni en la capa muscular media en
comparacion con la expresion correspondiente en el grupo de animales tratados con
Salino.

En la capa adventicia, el tratamiento con Cisplatino 2 mg/Kg y 3 mg/Kg no
ocasioné cambios en la expresion TLR4, MyD88, ni NLRP3.
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Figura 13: Imagenes representativas de la inmunohistoquimica (40x) en las ramas de la arteria
mesentérica, después de la administracion de ciclos de cisplatino. (A) Expresion de TLR4 tras el
tratamiento con Cisplatino (CPT 2) mg/Kg; (B) Expresion de TLR4 tras el tratamiento con CPT 3
mg/Kg; (C) Expresion de MyD88 tras el tratamiento con CPT 2 mg/Kg; (D) Expresion de MyD88 tras
el tratamiento con CPT 3 mg/Kg; (E) Expresiéon de NLRP3 tras el tratamiento con CPT 2 mg/Kg; (F)
Expresion de NLRP3 tras el tratamiento con CPT 3 mg/Kg. Las flechas rojas sefialan las células
endoteliales, y las flechas azules seialan las células musculares lisas.
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4.2. Efecto de la administracion de TLR4-PA1 en el modelo de
administracion crénica de cisplatino

Como se especificd en la seccion de “Material y Métodos”, apartado 3.1.1.3 de esta
Tesis Doctoral, el vehiculo para disolver el antagonista de TLR4, TLR4-PA1, fue
Hidroxipropil)metilcelulosa, HPMC, (Romero et al., 2012). Antes de iniciar el desarrollo
del tratamiento con el TLR4-PA1 se analizd, el efecto de la administracion de este
vehiculo en los parametros analizados, obteniéndose resultados similares en los grupos
CPT 2 mg/Kg + HPMC y CPT 3 mg/Kg + HPMC a los obtenidos en los grupos de CPT
2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg respectivamente (datos no mostrados).

Por ello, y para facilitar la lectura e interpretacion de los resultados de esta Tesis
Doctoral, el grupo vehiculo no se muestra en la exposicion de los resultados dentro de
este apartado, realizandose las comparaciones directamente con el grupo tratado con
el antitumoral a la dosis correspondiente.

4.2.1.Parametros generales

4211. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
la ganancia de peso de los animales tratados con cisplatino 2 mg/Kg
(CPT 2 mg/Kq) y cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3 mag/Kq)

En la Figura 14, se presentan los resultados del efecto de la administracién de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la ganancia de peso de los animales tratados
durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 14 a) y CPT 3 mg/Kg (Figura 14 b). En
ambas figuras, se muestra como referencia la ganancia de peso de los animales
tratados con Salino, es decir, no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
presentaron un peso similar al grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no
recibié tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 301,75+4,63 g (n=8),
p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 274,80+12,12 g (n=10)). Mas aun, los animales a los que se
les administré el antagonista TLR4 experimentaron una pérdida de peso corporal similar
a la observada en el grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibi6 dicho
tratamiento (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: -4,00£2,22 g (n=10), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: -
1,8014,20 g (n=10)).

De la misma manera, los animales del grupo experimental al que se le administré
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento
con CPT 3 mg/Kg, presentaron un peso similar al grupo de animales tratados con CPT
3 mg/Kg que no recibié tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
262,00+5,34 g (n=8), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 245,10£75,28 g (n=10)). Mas auln los
animales a los que se les administro el antagonista TLR4 experimentaron una pérdida
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de peso corporal similar a la observada en el grupo de animales tratados con CPT 3
mg/Kg que no recibié dicho tratamiento (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: -20,29+3,44 g (n=7),
p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg; -18,89+3,43 g (n=9)). Asi, el tratamiento con TLR4-PA1 no fue
capaz de modificar la perdida de la ganancia de peso en animales tratados durante 5
semanas con CPT a la dos dosis evaluadas, 2 mg/Kg y 3 mg/Kg en relacion con los
animales no tratados con el antitumoral (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: -4,00+2,22 g (n=10),
p<0,001; CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: -20,29+3,44 g (n=7), p<0.0001 vs. Salino;
21,10+5,61 g (n=10).
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Figura 14: Ganancia de peso de los animales (a) tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2
mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1); (b) tratados durante 5 semanas con CPT 3 mg/Kg o
con CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis
10mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media £ E.E.M (n=7-10). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los
datos. (** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Salino).
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421.2. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
la ingesta solida de los animales tratados con cisplatino 2 ma/Kg
(CPT 2 mg/Kq) v cisplatino 3 mag/Kg (CPT 3 mqg/Kq)

En la Figura 15 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en las ingestas de comida de los animales tratados
durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 15 a) y CPT 3 mg/Kg (Figura 15 b). En
ambas figuras, se muestra como referencia la ingesta sélida de los animales tratados
con Salino, es decir, no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
mostraron una ingesta solida similar a la de los animales del grupo tratado con CPT 2
mg/Kg que no recibiod tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 13,01£1,75
g/rata/dia (n=10), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 14,33+2,02 g/rata/dia (n=10)). En los
animales tratados con TLR4-PA1 a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos
semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg, también se observé una ingesta sélida
similar a la de los animales del grupo tratado con CPT 3 mg/Kg que no recibio
tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 10,86+1,06 g/rata/dia (n=8),
p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg; 12,31+0,27 g/rata/dia (n=10)). Asi, el tratamiento con TLR4-
PA1 no fue capaz de modificar la disminucidon en la ingesta solida observada en
animales tratados durante 5 semanas con cisplatino a la dos dosis evaluadas, 2 mg/Kg
y 3 mg/Kg en relacion con los animales no tratados con el antitumoral (CPT 2
mg/Kg+TLR4-PA1: 13,01+1,75 g/rata/dia (n=10), p<0,05; CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: -
10,86+1,06 g/rata/dia (n=8), p<0.001 vs. Salino; 21,14+10,40 g/rata/dia (n=10).
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Figura 15: Ingesta Sélida de los animales (a) tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2
mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1); (b) tratados durante 5 semanas con CPT 3 mg/Kg o
con CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis
10mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media £ E.E.M (n=8-10). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los
datos. (*P<0,05; **p<0,01; ***p<0.001 vs. Salino). IS: Ingesta soélida.

4.2.2 Marcadores plasmaticos

4221. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
los niveles plasmaticos de MDA de los animales tratados con
cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kqg) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/Kqg)

En la Figura 16 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los niveles plasmaticos de MDA de los animales
tratados durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 16 a) y CPT 3 mg/Kg (Figura 16
b). En ambas figuras, se muestran como referencia los niveles plasmaticos de MDA de
los animales tratados con Salino, es decir, no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administr6 TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
mostraron un aumento significativo de los niveles plasmaticos de MDA respecto a los
niveles observados en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 0,83+0,04 mMol/mL (n=8),
p<0,0001 vs. CPT 2 mg/Kg: 0,286+0,0047 mMol/mL (n=5)). De la misma manera, los
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animales tratados con TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, y durante las ultimas dos
semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg, experimentaron un aumento significativo en
los niveles plasmaticos de MDA en comparacion con dichos niveles en los animales
tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 1,08£0,07 mMol/mL (n=8), p<0,001 vs. CPT 3 mg/Kg: 0,60+0,12
mMol/mL (n=5)). Mas aun, en comparacion con el grupo de animales tratado con Salino,
el tratamiento con TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas de tratamiento con el
antitumoral, aumento significativamente los niveles plasmaticos de MDA tanto en el
grupo de animales que se administr6 CPT 2 mg/Kg como en el que se administré CPT
3 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 0,83+0,04 mMol/mL (n=8), p<0,0001; CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 1,08+£0,07 mMol/mL (n=8), p<0,001 vs. Salino: 0,24+0,02 mMol/mL
(n=4)).
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Figura 16: Niveles plasmaticos de Malondialdehido (MDA) de los animales (a) tratados durante 5
semanas con Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas
un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1); (b) tratados durante
5 semanas con CPT 3 mg/Kg o con CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un
tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta
representado como referencia. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=5-8). Se llevd
a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a
cabo el tratamiento estadistico de los datos. (#### p<0,0001 vs. CPT 2 mg/Kg; +++ p<0,001 vs. CPT
3 mg/Kg; **** p<0,0001 vs. Salino).

Antes de concluir este subapartado, hay que sefialar que por diferentes problemas
técnicos no ha sido posible concluir las determinaciones de los niveles plasmaticos de
Creatinina y de Citoquinas proinflamatorias en los animales del modelo de
administracion crénica de CPT, por lo que estos resultados no han podio incluirse en
esta Tesis Doctoral.

4.2.3.Parametros cardiovasculares

4.2.3.1. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
los niveles de presion arterial y frecuencia cardiaca de los animales
tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kq) y cisplatino 3 mg/Kqg
(CPT 3 mg/Kg)

En la Figura 17 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los niveles de Presion Arterial Sistolica (PAS),
Presién Arterial Diastdlica (PAD) y Frecuencia Cardiaca (FC) de los animales tratados
durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 17 a, by c) y CPT 3 mg/Kg (Figura 17 d,
e y f). En ambas figuras, se muestran como referencia los niveles de presion arterial y
FC de los animales tratados con Salino, es decir, no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administré6 TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
mostraron niveles de PAS similares a los que presentaban los animales tratados con
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CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1:
118,61+£7,00 mm Hg (n=6), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 116,09+2,54 mm Hg (n=10)). Sin
embargo, los animales que habian sido tratados con TLR4-PA1 durante dos semanas,
mostraron un aumento significativo en los niveles de PAD, en comparacion con los
valores de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron dicho tratamiento
(CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 103,55+6,19 mmHg (n=6), p<0,05 vs. CPT 2 mg/Kag:
76,91+4,99 mmHg (n=10)). En el caso de la FC, los animales que habian sido tratados
con TLR4-PA1 durante dos semanas presentaron valores ligeramente superiores a los
mostrados por los animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento
con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 404,42+36,79 |.p.m (n=6), p>0,05 vs. CPT 2
mg/Kg: 350,11£14,11 I.p.m (n=10)). Mas aun, hay que sefalar, que el tratamiento con
TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas de CPT 2 mg/Kg ocasioné un aumento
significativo de los valores de la PAD y un ligero aumento en la FC en comparacién al
grupo de animales tratados con Salino (PAD: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 103,55+6,19
mm Hg (n=6), p<0,05 vs. Salino: 77,87+5,50 mmHg (n=10)); FC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-
PA1: 404,42+36,79 |.p.m (n=6), p>0,05 vs. Salino: 338,09+19,40 I.p.m (n=10)).

Los animales tratados con TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas
dos semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg, mostraron valores similares de PAS a
los de los animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-
PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 83,82+8,56 mmHg (n=7), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg:
92,13+14,25 mmHg (n=7)). Por otra parte, el tratamiento con TLR4-PA1 durante dos
semanas en los animales que recibian tratamiento con CPT 3 mg/Kg provocé un ligero
aumento en los niveles de PAD, y un ligero descenso en la FC de los animales en
comparacion con los correspondientes valores en los animales tratados unicamente con
CPT 3 mg/Kg (PAD: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:69,52+7,69 mmHg (n=7), p>0,05 vs. CPT
3 mg/Kg: 47,53+11,08 mmHg (n=7)); FC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 291,61+£20,28 |.p.m
(n=7), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 340,14+24,80 |.p.m (n=6)). Hay que sefialar, ademas,
que el tratamiento durante dos semanas con el farmaco TLR4-PA1 fue capaz de revertir
la hipotensién y bradicardia observadas en los animales tratados con CPT 3 mg/Kg que
no recibieron el tratamiento con dicho farmaco, obteniéndose en los animales tratados
valores de PAD y FC similares a los obtenidos en el grupo de animales tratados con
Salino (PAD: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 69,52+7,69 mmHg (n=7), p>0,05 vs. Salino:
77,87+5,50 mmHg (n=10); FC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 291,61+£20,28 |l.p.m (n=7),
p>0,05 Salino: 338,09£19,40 I.p.m (n=10)).
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Figura 17: Presion Arterial Sistélica (PAS), Presion Arterial Diastélica (PAD) y Frecuencia Cardiaca
(FC) en animales anestesiados (a, b, ¢) tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg o
con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis
10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1); (d, e, f) tratados durante 5 semanas con CPT 3 mg/Kg o con
CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10
mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media * E.E.M (n=6-10). Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los
datos (# p<0,05 vs. CPT 2 mg/Kg; *p<0,05 vs. Salino). l.p.m: Latidos por minuto.
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4.2.3.2. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
la funcionalidad cardiaca de los animales tratados con cisplatino 2
mag/Kg (CPT 2 mg/Kq) v cisplatino 3 mag/Kqg (CPT 3 mg/Kq)

En la Figura 18 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los valores de Presion de Perfusién de las
Coronarias (PPC), Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI) y Presién
Diastdlica Final (PDF) obtenidos en la preparacion de corazén aislado y perfundido de
los animales tratados durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 18 a, b, c) y CPT 3
mg/Kg (Figura 18 d, e y f). En ambas figuras, se muestran como referencia los niveles
de presion arterial y frecuencia cardiaca de los animales tratados con Salino, es decir,
no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
mostraron un aumento significativo de los valores de la PPC en comparacion con los de
los animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1
(CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 124,7546,22 mm Hg (n=8), p<0,05 vs. CPT 2 mg/Kg:
100,93+7,03 mm Hg (n=10)). Asimismo, la administracion de TLR4-PA1 durante 2
semanas en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg, aumenté ligeramente los valores
de la PDVI respecto a los obtenidos en animales unicamente tratados con CPT 2 mg/Kg
(CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 107,76+7,31 mm Hg (n=8), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg:
99,23+11,09 mm Hg (n=10)). No obstante, el tratamiento con TLR4-PA1 durante 2
semanas en el grupo de animales tratado con CPT2 mg/Kg ocasiond una disminucion
significativa en la PDF en comparacion con dicho parametro en los animales tratados
con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-
PA1: -11,62+4,83 (n=7), p<0,0001 vs CPT 2 mg/Kg: 14,42+3,44 mm Hg (n=10)).

En los animales al que se le administr6 TLR4-PA1 a la dosis de 10 mg/Kg,
durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg, mostraron valores
de PPC similares a los de los animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 134,40+9,08 mmHg (n=7),
p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 119,44+13,82 (n=8)). Sin embargo, el tratamiento durante dos
semanas con TLR4-PA1, si modifico significativamente la funcion ventricular izquierda
en los animales tratados con CPT 3 mg/Kg. Asi, este tratamiento ocasion6 un aumento
significativo en los valores de la PDVI, que se acompafié de una disminucion significativa
de la PDF, en comparacion con los correspondientes valores en los animales tratados
con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (PDVI: CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 182,98+10,11 mmHg (n=7), p<0,0001 vs. CPT 3 mg/Kg: 51,86+5,59
mmHg (n=8); PDF: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 3,16+2,85 mmHg (n=6), p<0,001 vs. CPT
3 mg/Kg: 32,31+5,23 mmHg (n=7)).

Por ultimo, hay que sefalar que, aunque el tratamiento con TLR4-PA1 produjo
aumento significativo de la PPC, en comparacién con los animales tratados con Salino
(CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 124,75+6,22 mmHg (n=8) p<0,001; CPT 3 mg/Kg+TLR4-
PA1: 134,40+9,08 mmHg (n=7), p<0,05 vs Salino: 92,38+5,77 mmHg (n=10)); fue capaz
de revertir las alteraciones observadas en la funcién ventricular izquierda de los
animales tratados con CPT 3 mg/Kg (PDVI: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 182,98+10,11
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mmHg (n=7), p<0,0001 vs. Salino: 88,80+,95 mmHg; PDF:CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
3,16%2,85 mmHg (n=6), p>0,05 vs. Salino: 7,40+3,07 mmHg (n=10)).
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Figura 18: Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC), Presion Desarrollada por el Ventriculo
Izquierdo (PDVI) y Presion Diastoélica Final (PDF) en preparaciones de corazon aislado y perfundido
de animales (a, b, c) tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg
y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2
mg/Kg+TLR4-PA1); (d, e, f) tratados durante 5 semanas con CPT 3 mg/Kg o con CPT 3 mg/Kg y que
recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta representado como referencia. Los datos estan
representados como Media * E.E.M (n=6-10). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una
via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos.
(#p<0,05; ####p<0,0001 vs. CPT 2 mg/Kg; +++ p<0,001; ++++p<0,0001 vs CPT 3mg/Kg; *p<0,05;
**p<0,01; p<0,001; p<0,0001 vs. Salino).
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4.2.3.3. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kq,
sobre los indices cardiacos de los animales tratados con cisplatino 2
mag/Kg (CPT 2 mg/Kq) v cisplatino 3 mag/Kqg (CPT 3 mg/Kq)

En la Figura 19 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, ala dosis de 10 mg/Kg, en los valores de Indice de Masa cardiaco (IMc) y el
indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) de los animales tratados durante 5
semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 19 a, b) y CPT 3 mg/Kg (Figura 19 ¢, d). En ambas
figuras, se muestran como referencia los valores de IMc y IMVI de los animales tratados
con Salino, es decir, no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg
mostraron un aumento significativo en el IMc, ademas de un leve aumento en el IMVI,
en comparacion con los valores obtenidos en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg
que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (IMc: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 4,13+0,11
mg/g (n=8), p<0,001 vs. CPT 2 mg/Kg: 2,71£0,08 mg/g (n=10); IMVI. CPT 2
mg/Kg+TLR4-PA1: 2,15+0,31 mg/g (n=8), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 1,81+0,06 mg/g
(n=10)).

Por otra parte, los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg
mostraron también un aumento significativo en el IMc, y en el IMVI, en comparacion con
los valores en los animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1 (IMc: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 4,20+0,13 mg/g (n=7), p<0,0001 vs. CPT 3
mg/Kg: 3,26+0,11 mg/g (n=10); IMVI: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 2,50+0,08 mg/g (n=7),
p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg: 2,14+0,05 mg/g (n=10)).

Hay que destacar que el tratamiento con TLR4-PA1 no mejoro ninguno de los
indices cardiacos en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg (IMc: CPT
2 mg/Kg+TLR4-PA1: 4,13£0,11 mg/g (n=8), p<0,0001; CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
4,20+0,13 mg/g (n=7), p<0,0001 vs. Salino: 2,82+0,08 mg/g (n=10); IMVI: CPT 2
mg/Kg+TLR4-PA1: 2,15+0,31 mg/g (n=8), p>0,05; CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 2,50+0,08
mg/g (n=7), p<0,0001 vs. Salino: 1,89+0,05 mg/g (n=10)).
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Figura 19: indice de Masas cardiaco (IMc), indice de Masas del Ventriculo Izquierdo (IMVI) de
animales (a, b) tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg y que
recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2
mg/Kg+TLR4-PA1); (c, d) tratados durante 5 semanas con CPT 3 mg/Kg o con CPT 3 mg/Kg y, que
recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10mg/Kg (CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino estd representado como referencia. Los datos estan
representados como Media + E.E.M (n=7-10). Se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) de una
via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos
(####p<0,0001 vs. CPT 2 mg/Kg; ++ p<0,01; ++++p<0,0001 vs. CPT 3mg/Kg; * p<0,05, **** p<0,0001
vs. Salino).

4234. Efecto de la administracion de TLR4-PA1 10 mg/Kg sobre
la reactividad de la aorta de los animales tratados con cisplatino 2
ma/Kg (CPT 2 mg/Kq) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3 mg/Kq)

En las Figura 20 y Figura 21jError! No se encuentra el origen de la referencia.
se presentan los resultados del efecto de la administracion de TLR4-PA1, a la dosis de
10 mg/Kg, en los valores de reactividad vascular en la aorta de los animales de los
diferentes grupos experimentales. En las Figura 20 y Figura 21 se representan: la
funcién contractil, la relajacion dependiente de endotelio, la relajacién no dependiente

116



Resultados

de endotelio, asi como el area bajo las correspondientes curvas concentracion-
respuesta en las preparaciones obtenidas de los animales tratados durante 5 semanas
con CPT 2 mg/Kg (Figura 20jError! No se encuentra el origen de la referencia. a, b,
c, d, e, f)y CPT 3 mg/Kg (Figura 21 a, b, c, d, e, f). En las figuras se muestran como
referencia los valores correspondientes de los animales tratados con Salino, es decir,
no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
mostraron una disminucién significativa de la contractilidad de la aorta en comparacion
con la obtenida en el grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 0,75+0,08 g (n=8), p<0,01
vs. CPT 2 mg/Kg: 1,08+0,12 g (n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 1,49+0,25 (n=8),
p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 2,52+0,38 g (n=10)). Asimismo, la administracion de TLR4-
PA1 durante 2 semanas en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg, produjo un aumento
significativo de la relajacion dependiente de endotelio en comparacion con la obtenida
en el grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1 (Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 76,72+5,00 % (n=9), p<0,05 vs. CPT 2
mg/Kg: 55,92+3,26 % (n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 209,70+22,54 (n=9),
p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 118,16+13,35 g (n=10)). De manera similar, el tratamiento con
TLR4-PA1 en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg, produjo un aumento significativo
de la relajacién no dependiente de endotelio en la aorta de los animales, en comparacion
con la obtenida en el grupo de animales tratado con CPT 2 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 118,21£2,93 % (n=8),
p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 117,26+£3,07 % (n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1:
208,40+6,86 (n=6), p<0,01 vs. CPT 2 mg/Kg: 167,10+8,74 g (n=10)).

Hay que destacar que el tratamiento con TLR4-PA1 fue capaz de revertir la
disfuncion endotelial observada en las preparaciones procedentes de animales tratados
con CPT 2 mg/Kg y potenciar la vasodilatacién no dependiente de endotelio en estos
animales, obteniéndose valores similares o incluso superiores a los obtenidos en
animales tratados con Salino (Ca: Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 76,72+5,00 % (n=9),
p>0,05 vs. Salino: 80,78+3,56 % (n=12); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 209,70+22,54
(n=9), p>0,05 vs. Salino: 185,30+17,55 (n=10); NPS: Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1:
118,21£2,93 % (n=8), p>0,05 vs. Salino: 117,26+3,07 % (n=10); ABC: CPT 2
mg/Kg+TLR4-PA1: 208,4046,86 (n=6), p>0,05 vs. Salino: 184,30+8,67 g (n=11)). Sin
embargo, el tratamiento con el farmaco antagonista TLR4 produjo una disminucion
significativa de la funcidon contractil en las preparaciones procedentes de animales
tratados con CPT 2 mg/Kg, resultando valores incluso inferiores a los de los animales
tratados con Salino (Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 0,75+0,08 g (n=8), p<0,001 vs.
Salino: 1,16+0,10 g (n=10); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 1,49+0,25 (n=8), p>0,05 vs.
Salino: 2,61+0,30 (n=10)).

Resultados similares se obtuvieron en los animales del grupo experimental al
que se le administr6 TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos
semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg. Asi, en estos animales el tratamiento
durante 2 semanas con TLR4-PA1, ocasiond un descenso significativo de la
contractilidad de la aorta de los animales en comparacion con la de las preparaciones
procedentes de los animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento
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con TLR4-PA1 (Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 0,94+0,12 g (n=7), p<0,05 vs. CPT 3
mg/Kg: 1,27+0,11 (n=10); ABC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 248,50+18,43 (n=8), p>0,05
vs. CPT 3 mg/Kg: 2,8110,44 (n=10)). Asimismo, la administracion de TLR4-PA1 también
aumento de manera significativa la relajacion dependiente de endotelio, en la aorta de
los animales en comparacion con la obtenida de los animales tratados con CPT 3 mg/Kg
que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Emaxx CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
84,31+6,14 % (n=8), p<0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 62,88+3,93 (n=11); ABC: CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 248,50+18,43 (n=8), p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg: 120,20+12,69
(n=11)). Sin embargo, el tratamiento con TLR4-PA1 durante 2 semanas en animales
que recibian CPT 3 mg/Kg no afecté la relajacién no dependiente de endotelio, en
comparacion con el grupo de animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 121,31+5,27 % (n=8),
p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 126,79+3,99 % (n=10); ABC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
256,00+20,38 (n=7), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 120,20+12,69 (n=11)).

De nuevo, el tratamiento con TLR4-PA1 fue capaz de revertir la disfuncion
endotelial observada en las preparaciones procedentes de animales tratados con CPT
3 mg/Kg y potenciar la vasodilatacién no dependiente de endotelio en estos animales,
obteniéndose valores superiores a los obtenidos en animales tratados con Salino (Ca:
Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 84,3116,14 % (n=8), p>0,05 vs. Salino: 80,78+3,56 %
(n=12); ABC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 248,50+18,43 (n=8), p<0,05 vs. Salino:
185,32£17,65 (n=10); NPS: Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 121,31+£5,27 % (n=7),
p<0,05 vs. Salino: 117,16+2.87 % (n=11); ABC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 256,00+20,38
(n=6), p>0,05 vs. Salino: 184,30+8,67 g (n=11)). De la misma manera, el tratamiento
con el farmaco antagonista TLR4 también produjo una disminucion significativa de la
funcion contractil en las preparaciones procedentes de animales tratados CPT 3 mg/Kg,
resultando valores incluso inferiores a los de los animales tratados con Salino (Emax: CPT
3 mg/Kg+TLR4-PA1: 0,94+0,12 g (n=7), p<0,05 vs. Salino: 1,16+£0,10 g (n=10); ABC:
CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 1,91+0,33 (n=8), p>0,05 vs. Salino: 2,61+0,30 (n=10)).
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Figura 20: (a) Curva concentracion-respuesta a Fe (10-°M-10-3M), (b) Curva concentracién-respuesta
a Ca (10-°°M-10M), (c) Curva concentracion-respuesta de NPS (10-°M-10M), (d) Area bajo la curva
de la curva concentracion-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta
a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta a NPS, en anillos aislados de aorta
de rata procedentes de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg o con
CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10
mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo salino esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media * E.E.M (n=6-11). Para el tratamiento estadistico de las curvas
concentracion-respuesta se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test
post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de los datos del area bajo la curva se utilizé un
andlisis t-student con correccion de Welch. (#p<0,05; ## p<0,01; #HHH# p<0,0001 vs. CPT 2 mg/Kg;
*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Salino). Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol; NPS:
Nitroprusiato sédico; ABC: Area bajo la curva.
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Figura 21: (a) Curva concentracion-respuesta a Fe (10-°M-10-°M), (b) Curva concentracién-respuesta
a Ca (10°M-10-*M), (c) Curva concentracién-respuesta de NPS (10-°M-10-¢M), (d) Area bajo la curva
de la curva concentracion-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta
a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta a NPS, en anillos aislados de aorta
de rata procedentes de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 3 mg/Kg o con
CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10
mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media * E.E.M (n=6-11). Para el tratamiento estadistico de las curvas
concentracion-respuesta se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test
post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de los datos del area bajo la curva se utilizé un
analisis t-student con correccion de Welch. (+ p<0,05; ++++ p<0,0001 vs. CPT 3 mg/Kg; *p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Salino). Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol; NPS: Nitroprusiato sédico;
ABC: Area bajo la curva.
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4.2.3.5. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kq,
sobre la reactividad del lecho mesentérico de los animales tratados
con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mag/Kq) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/KQg)

En las Figura 22 y Figura 23 se presentan los resultados del efecto de la
administracion de TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los valores de reactividad
vascular del lecho mesentérico de los animales de los diferentes grupos experimentales.
En las Figura 22 y Figura 23 se representan: la funcion contractil, la relajacion
dependiente de endotelio, la relajacién no dependiente de endotelio, asi como el area
bajo las correspondientes curvas concentracion-respuesta en las preparaciones
obtenidas de los animales tratados durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 22 a,
b, c,d, e, f)y CPT 3 mg/Kg (Figura 23 a, b, c, d, e, f). En las figuras se muestran como
referencia los valores correspondientes de los animales tratados con Salino, es decir,
no tratados con el antitumoral.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
mostraron una contractilidad del lecho mesentérico ligeramente superior a la obtenida
en el grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1 (Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 118,4249,46 mm Hg (n=8), p>0,05 vs. CPT
2 mg/Kg: 96,54+12,53 mm Hg (n=12); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 582,00+50,04
(n=8), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 505,34+67,69 (n=12)). Por otra parte, la administracion
de TLR4-PA1 durante 2 semanas en los animales tratados con CPT 2 mg/Kg, produjo
un aumento significativo de la relajacién dependiente de endotelio en el lecho
mesenterico de los animales, en comparacién con la obtenida en el grupo de animales
tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Emax: CPT 2
mg/Kg+TLR4-PA1: 81,61+6,14 % (n=7), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 72,69+3,61 % (n=10);
ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 254,75+20,59 (n=7), p<0,05 vs. CPT 2 mg/Kg:
150,64+16,03 (n=12)). Asimismo, se observé que el tratamiento con TLR4-PA1 durante
2 semanas en animales que recibian CPT2 mg/Kg, produjo un aumento significativo de
la relajacion no dependiente de endotelio en el lecho mesentérico de los animales en
comparacion con la obtenida en el grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no
recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 94,93+3,43 %
(n=5), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 91,84+1,18 % (n=9); ABC: CPT 2 mg/Kg+ TLR4-PA1:
383,85+25,87 % (n=5), p<0,01 vs. CPT 2 mg/Kg: 287,99+13,35 (n=9)).

Hay que destacar que el tratamiento con TLR4-PA1 fue capaz de potenciar tanto
la vasodilatacién dependiente como no dependiente de endotelio en las preparaciones
procedentes de animales tratados con CPT 2 mg/Kg, obteniéndose incluso valores
significativamente superiores a los obtenidos en animales tratados con Salino (Ca: Emax:
CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 81,611£6,14 % (n=7), p>0,05 vs. Salino: 70,15+4,46 % (n=11);
ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 254,75+20,59 (n=7), p<0,05 vs Salino: 150,38+25,31
(n=11); NSP: Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 94,931£3,43 % (n=5), p>0,05 vs. Salino:
83,4713,02 % (n=6); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 254,75+20,59 (n=7), p<0,01 vs.
Salino: 233,32+17,02 (n=6)), sin ocasionar modificaciones importantes en la funcion
contractil de esta preparacién (Fe: Emax: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 118,42+9,46 mm Hg
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(n=8), p>0,05 vs. Salino: 96,12+5,15 mmHg (n=8); ABC: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1:
582,00+50,04 (n=8), p>0,05 vs. Salino: 502,00%+45,55 (n=8)).

En el caso de los animales tratados con CPT 3 mg/Kg a los que se le administré
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas del tratamiento
con CPT 3 mg/Kg, se observaron resultados distintos a los mencionados en el parrafo
anterior. Asi, los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1
durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg mostraron un
aumento significativo de la funcién contractil del lecho mesentérico, en comparacién con
las preparaciones procedentes del grupo de animales tratado con CPT 3 mg/Kg que no
recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 108,91+18,49
mm Hg (n=4), p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg: 55,38+5,23 mm Hg (n=10); ABC: CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 543,90+78,29 (n=4), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 277,80+38,22
(n=10)). Por ofra parte, la administracion de TLR4-PA1 durante 2 semanas en los
animales tratados con CPT 3mg/Kg, ocasiond un ligero aumento en la relajacion
dependiente de endotelio, pero no modificé la relajacion no dependiente de endotelio en
el lecho mesentérico de los animales, en comparacion con las correspondientes
relajaciones en las preparaciones del grupo de animales tratado con CPT 3 mg/Kg que
no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Ca: Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
84,50+5,29 % (n=4), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg 80,94+2,48 % (n=9); ABC: CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 259,40+£27,06 (n=4), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg 188,30+25,71 (n=9)),
NPS: Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 81,64+4,34 % (n=4), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg:
97,30+1,66 % (n=6); ABC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 234,60+£19,02 (n=4), p>0,05 vs.
CPT 3 mg/Kg 276,80+27,45 (n=6)).

Por ultimo, el tratamiento con TLR4-PA1 fue capaz de revertir la disminucion de
la contractilidad observada en el lecho mesentérico procedente de los animales tratados
con CPT 3 mg/Kg, obteniéndose valores similares a los del grupo de animales tratados
con Salino (Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 108,91+18,49 mmHg (n=4), p<0,05 vs.
Salino: 96,1215,15 mmHg (n=8); ABC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 543,90+78,29 (n=4),
p>0,05 vs. Salino: 502,00+45,55 (n=8)). Mas aun, el aumento de la relajacion
dependiente de endotelio en el lecho mesentérico procedente de los animales tratados
con TLR4-PA1, también fue superior a la de las preparaciones procedentes de animales
tratados con Salino (Emax: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 84,50+5,29 % (n=4), p>0,05 vs.
Salino: 70,15+4,46 % (n=11); ABC: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 259,40+27,06 (n=4),
p>0,05 vs. Salino: 150,38+25,31 (n=11).

122



Resultados

a) d)
150 800
3 600-
E 100+ G I
= o -
§ < 400+
3 o =
£ 50 L i
S 200-
o
0= T T T T 0
10 20 30 40 50 60 70 80
Log[Fenilefrina](nmol)
b) e —
300~ *
S o 2007
5 0
3 < -y
8, © b
S 100- © 100
150—— T T T T T 0
0,5 5 50 500 5.000 50.000
Log[carbacol] (nmol)
c) f 500 HiH
—
*%
400
9 —~
< 8 300
0 < I
o
8 2 2004 fe
T =z :
(4 ﬁ
1004
150 T T T T T T 0
0,01 0,10 1 10 100 1.000
Log[NPS] (nmol)
-e- Salino == Salino
-~ CPT 2 mg/kg Bl CPT 2 mg/kg
-o- CPT 2 mg/kg+TLR4-PA1 BN CPT 2 mg/kg+TLR4-PA1

Figura 22: (a) Curva concentracién-respuesta a Fe (10-80 nmol), (b) Curva concentracién-respuesta
a Ca (0,5-50.000 nmol), y (c) Curva concentracién-respuesta de NPS (0,1-1000 nmol), (d) Area bajo la
curva de la curva concentracién-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracion-
respuesta a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta a NPS, en el lecho
mesentérico perfundido de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg o
con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis
10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media * E.E.M (n=5-12). Para el tratamiento estadistico de las curvas
concentracion-respuesta se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test
post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de los datos del area bajo la curva se utilizé un
andlisis t-student con correccion de Welch. (# p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001; #### p<0,0001 vs. CPT
2 mg/Kg; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 vs. Salino). Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol; NPS:
Nitroprusiato sédico; ABC: Area bajo la curva.
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Figura 23: (a) Curva concentracién-respuesta a Fe (10-80 nmol), (b) Curva concentracién-respuesta
a Ca (0,5-50.000 nmol), y (c) Curva concentracién-respuesta de NPS (0,1-1000 nmol), (d) Area bajo la
curva de la curva concentracién-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracion-
respuesta a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracién-respuesta a NPS, en el lecho
mesentérico perfundido de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 3 mg/Kg o
tratados durante 5 semanas con CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento
diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). El grupo Salino esta representado
como referencia. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=4-10 Para el tratamiento
estadistico de las curvas concentracion-respuesta se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias seguido de un test post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de los datos del area bajo la
curva se utilizé un analisis t-student con correcciéon de Welch. (+ p<0,05; ++ p<0,01 vs. CPT 3 mg/Kg;
* p<0,05; ** p<0,01 vs. Salino). Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol; NPS: Nitroprusiato sédico; ABC: Area
bajo la curva.
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4.2.4 Expresion proteica

4.241. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 ma/Kq,
sobre la expresion proteica en el ventriculo izquierdo de los animales
tratados con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2mg/Kq) y cisplatino 3 mg/Kqg
(CPT 3 mg/Kg)

En las Figura 24 y Figura 25 se presentan los resultados del efecto de la
administracion de TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la expresion proteica de TLR4,
MyD88 y NLRP3 en el ventriculo izquierdo de los animales de los diferentes grupos
experimentales. En las Figura 24 y Figura 25 se representan: expresion proteica de
TLR4, expresién proteica de MyD88 y expresion proteica de NLRP3 obtenidas de los
animales tratados durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 24 a, b, c) y CPT 3
mg/Kg (Figura 25 a, b, c). En las figuras se muestran como referencia los valores
correspondientes de los animales tratados con Salino, es decir, no tratados con el
antitumoral.

En el ventriculo izquierdo procedente de los animales a los que se le administré
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las dos ultimas semanas de tratamiento con
CPT 2 mg/Kg, no se modificé la expresion de MyD88 ni NLRP3, en comparacion con la
expresion de estas proteinas en las preparaciones procedentes del grupo de animales
tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (MyD88: CPT
2 mg/Kg+TLR4-PA1: 121,11+8,64 U.A (n=6), p>0,05 CPT 2 mg/Kg: 119,35+10,39 U.A
(n=6); NLRP3: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1:124,74+26,62 U.A (n=4), p>0,05 CPT 2 mg/Kg:
116,18+11,24 U.A (n=5)). Sin embargo, la administracién de TLR4-PA1 durante las dos
ultimas semanas de tratamiento con CPT 2 mg/Kg, aumento de manera significativa la
expresion de TLR4 en el tejido cardiaco en comparacion con dicha expresion en el tejido
procedente de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 145,64+16,57 U.A (n=5), p<0,05 vs. CPT 2
mg/Kg: 93,26+5,27 U.A (n=5)). Mas aun, el aumento de la expresion de TLR4 en el
ventriculo izquierdo de los animales tras el tratamiento durante dos semanas con el
farmaco TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas de tratamiento con CPT 2 mg/Kg,
también fue significativamente superior a la expresion de este receptor en las muestras
procedentes de los animales del grupo Salino (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 145,64+16,57
U.A (n=5), p<0,01 vs. Salino: 100,00+0,98 U.A (n=5)).

En el caso de los animales tratados con CPT 3 mg/Kg a los que se le administrd
TLR4-PA1 durante las ultimas dos semanas, se observaron resultados distintos a los
mencionados en el parrafo anterior. Asi, en el ventriculo izquierdo procedente los
animales del grupo experimental al que se le administr6 TLR4-PA1 durante las ultimas
dos semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg, no se observé una modificacién de la
expresion del receptor TLR4, en comparacion con la del grupo de animales tratados con
CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
113,194£10,98 U.A (n=6), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 111,35£14,56 U.A (n=5)). Sin
embargo, la expresion de MyD88 fue superior en el grupo experimental al que se le
administr6 TLR4-PA1 durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 3
mg/Kg en relacion con los animales que no recibieron el tratamiento con el farmaco anti
TLR4 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 164,52+13,37 U.A (n=6), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg:
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134,6846,76 U.A (n=4)). Ademas, la administracion de TLR4-PA1 durante las ultimas
dos semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg, redujo la expresion de NLRP3 en
comparacion con la del grupo de animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 140,62+21,58 U.A (n=5), p>0,05
vs. CPT 3 mg/Kg: 176,06+18,66 U.A (n=5)). Los datos mencionados muestran que el
tratamiento durante dos semanas con el farmaco TLR4-PA1 fue capaz de disminuir
ligeramente el aumento en la expresion de NLRP3 en el ventriculo izquierdo causada
por la administracion crénica de CPT 3 mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 140,62+21,58
U.A (n=5), p>0,05 vs. Salino: 100,00+2,28 U.A (n=6)). Finalmente, hay que sefalar que
el aumento en la expresion de MyD88 en tejido cardiaco observado tras el tratamiento
durante dos semanas con el farmaco TLR4-PA1 fue también significativamente mayor
que el obtenido en las muestras procedentes de los animales tratados con Salino (CPT
3 mg/Kg+TLR4-PA1: 164,52+13,37 U.A (n=6), p<0.001 vs. Salino: 100,00+0,98 U.A
(n=6)).
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Figura 24: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresioén proteica
de NLRP3 en el ventriculo izquierdo procedente de animales tratados durante 5 semanas con
Cisplatino (CPT) 2 mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento
diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1). Los datos estan representados como
Media * E.E.M (n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un
test post-hoc Tukey para llevar a cabo el analisis estadistico (# p<0,05 vs. CPT 3 mg/Kg; ** p<0,01 vs
Salino). U.A: Unidades Arbitrarias.
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Figura 25 (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en el ventriculo izquierdo procedente de animales tratados durante 5 semanas con
Cisplatino (CPT) 3 mg/Kg o con CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento
diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). Los datos estan representados como
Media * E.E.M (n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un
test post-hoc Tukey para llevar a cabo el andlisis estadistico (* p<0,05; *** p<0,001 vs Salino).
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42472. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kq,
sobre la expresion proteica en la aorta de los animales tratados con
cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2mag/Kqg) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3 mag/Kq)

En las Figura 26 y Figura 27 se presentan los resultados del efecto de la
administracion de TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la expresion proteica de TLR4,
MyD88 y NLRP3 en la aorta de los animales de los diferentes grupos experimentales.
En las Figura 26 y Figura 27 se representan: expresion proteica de TLR4, expresion
proteica de MyD88 y expresion proteica de NLRP3 obtenidas de los animales tratados
durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 26 a, b, ¢) y CPT 3 mg/Kg (Figura 27 a, b,
c). En las figuras se muestran como referencia los valores correspondientes de los
animales tratados con Salino, es decir, no tratados con el antitumoral.

En la aorta procedente de los animales a los que se le administré TLR4-PA1
durante las dos ultimas semanas de tratamiento con CPT 2 mg/Kg, se observo un leve
aumento de la expresion de TLR4 en la aorta de los animales comparacién con la
expresion obtenida en las muestras de tejido procedentes de animales tratados con CPT
2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1:
111,31£15,83 U.A (n=5), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 93,52+16,74 U.A (n=5)). Sin
embargo, la administracion de TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas de
tratamiento con CPT 2 mg/Kg, provocé un ligero descenso de la expresion de MyD88
en este tejido, en comparacion a la expresion de esta proteina en la aorta obtenida de
los animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1
(CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 104,6418,49 U.A (n=5), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg:
132,61+£17,13 U.A (n=6)). Por ultimo, la expresién de NLRP3 en la aorta no se modifico
en el grupo de animales a los que se administrd TLR4-PA1 durante las dos semanas
ultimas semanas de tratamiento con CPT 2 mg/Kg, en comparacién a dicha expresion
en el tejido procedente de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 44,87+12,35 U.A (n=4), p>0,05
vs. CPT 2 mg/Kg: 44,12+11,72 U.A (n=4)).

Resultados similares se obtuvieron en la expresion proteica de TLR4 y NLRP3,
en la aorta de los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1
durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg. Asi, el tratamiento
con TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas de tratamiento CPT 3 mg/Kg, ocasiond
un aumento de la expresion de TLR4 en la aorta, que no resulto significativa, en
comparacion con dicha expresion en el tejido procedente de los animales tratados con
CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1:
138,93+7,47 U.A (n=4), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 104,11+£14,12 U.A (n=6)). De la misma
manera, la expresion de NLRP3 en la aorta de los animales tratados con TLR4-PA1 no
se modificd respecto a la expresion obtenida en este mismo tejido en los animales
tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 64,78+13,28 U.A (n=4), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 56,17+20,28 U.A
(n=5)). Sin embargo, al contrario que en los animales tratados con una dosis mas baja
de cisplatino, la administracion de TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas del
tratamiento con CPT 3 mg/Kg, no modificéd la expresiéon de MyD88 en la aorta de los
animales en comparacion a su expresion en las muestras de animales tratados con CPT
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3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PAT1:
61,19+5,53 U.A (n=5), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 55,82+6,55 U.A (n=4)).

Los datos mencionados anteriormente, muestran que el tratamiento con TLR4-PA1
durante las ultimas dos semanas de tratamiento con CPT 2 mg/Kg y CPT 3 mg/Kg, no
corrige las alteraciones observadas en la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en la
aorta de los animales tratados unicamente con el antitumoral.
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Figura 26: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en la aorta procedente de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2
mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1). Los datos estan representados como Media * E.E.M
(n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Tukey para llevar a cabo el analisis estadistico (** p<0,01 vs Salino).

131



Y
~

150

100

50

TLR4/GAPDH (U.A)

O
~—

150

100

MyD8S/GAPDH (U.A)
(32
<

(2]
N

150

100

50—

NLRP3/GAPDH (U.A)

*k%

= Salino

*k*%

E= CPT 3 mg/Kg

Resultados

K
u‘
&
QX
)
& &
<© < o
N PP
% & R
S M S s e TLR4 (96 KDa)

XS

B8 = T wypss (33 kDa)

e - GADPH (35 kDa)

K8
u’
&
Q)(
(>)
& &
O <& o
N PSR
& & &K
e ——

NLRP3 (118 kDa)

BN CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1

Figura 27: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en la aorta procedente de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 3
mg/Kg o con CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). Los datos estan representados como Media * E.E.M
(n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Tukey para llevar a cabo el analisis estadistico. (*** p<0,001 vs. Salino).
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4.243. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kq,
sobre la expresion proteica en el tejido renal de los animales tratados
con cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2ma/Kq) v cisplatino 3 mg/Kg (CPT 3

ma/KQg)

En las Figura 28 y Figura 29 se presentan los resultados del efecto de la
administracion de TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la expresion proteica de TLR4,
MyD88 y NLRP3 en el tejido renal de los animales de los diferentes grupos
experimentales. En las Figura 28 y Figura 29 se representan: expresion proteica de
TLR4, expresion proteica de MyD88 y expresion proteica de NLRP3 obtenidas de los
animales tratados durante 5 semanas con CPT 2 mg/Kg (Figura 28 a, b, c) y CPT 3
mg/Kg (Figura 29 a, b, c). En las figuras se muestran como referencia los valores
correspondientes de los animales tratados con Salino, es decir, no tratados con el
antitumoral.

En el tejido renal procedente de animales a los que se le administré TLR4-PA1
durante las dos ultimas semanas de tratamiento con CPT 2 mg/Kg, no se observaron
cambios en la expresion de TLR4, en comparacion con dicha expresion en muestras de
animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT
2 mg/Kg+TLR4-PA1: 246,50+94,96 U.A (n=4), p>0,05 vs. CPT 2 mg/Kg: 223,71+8,31
U.A (n=4)). Sin embargo, el tratamiento con TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas
que se administr6 CPT 2 mg/Kg, produjo un aumento de la expresion de MyD88 en el
rindn, que no llegd a ser significativo, en comparacion con la expresion de esta proteina
en muestras del grupo de animales tratados con CPT 2 mg/Kg que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 353,70492,17 U.A (n=5), p>0,05
vs. CPT 2 mg/Kg: 193,45+26,39 U.A (n=6)). Por el contrario, la expresiéon de NLRP3 a
nivel renal experimentd un ligero descenso en el grupo de animales a los que se les
tratd con TLR4-PA1 durante las dos ultimas semanas de administracion de CPT 2 mg/Kg
en relacion a la expresion obtenida en muestras de animales que no habian recibido
dicho tratamiento (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 404,25+66,70 U.A (n=4), p>0,05 vs. CPT
2 mg/Kg: 482,87+135,69 U.A (n=5)).

En el caso de los animales tratados con CPT 3 mg/Kg a los que se le administré
TLR4-PA1 durante las ultimas dos semanas, se observaron resultados distintos a los
mencionados en el parrafo anterior. Asi, en el tejido renal procedente de los animales
del grupo experimental al que se le administr6 TLR4-PA1 durante las ultimas dos
semanas del tratamiento con CPT 3 mg/Kg, se observo una disminucion de la expresion
de TLR4 y NLRP3, en comparacion con la observada en muestras de este tejido
procedentes de animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1 (TLR4: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 507,66+8,36 U.A (n=5), p>0,05 vs. CPT 3
mg/Kg: 762,71£114,59 U.A (n=6); NLRP3: CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 665,22+127,05
U.A (n=6), p>0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 962,55+82,10 U.A (n=4)). Sin embargo, la
administracion TLR4-PA1 durante las ultimas dos semanas del tratamiento con CPT 3
mg/Kg, produjo un aumento significativo de la expresién de MyD88 en el riidn, en
comparacion con la expresion obtenida en muestras de este tejido obtenidas de los
animales tratados con CPT 3 mg/Kg que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (CPT
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3 mg/Kg+TLR4-PA1: 1011,19£58,93 U.A (n=6), p<0,05 vs. CPT 3 mg/Kg: 740,35+29,81
U.A (n=4)).

Asi, el tratamiento durante dos semanas con el farmaco TLR4-PA1 redujo
ligeramente la expresiéon de TLR4 y NLRP3 en los animales tratados con CPT a las dos
dosis evaluadas (TLR4: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 246,50+94,96 U.A (n=4), p>0,05;
CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1: 507,66+8,36 U.A (n=5) p<0,01 vs Salino: 100,00+1,18 (n=5);
NLRP3: CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1: 404,25+66,70 U.A (n=4) p>0,05; CPT 3
mg/Kg+TLR4-PA1: 665,22+127,05 U.A (n=6), p>0,05 vs. Salino: 100,00+2,43 U.A
(n=6)). Los datos mencionados anteriormente, muestran que el tratamiento con TLR4-
PA1 unicamente corrige de manera parcial las alteraciones observadas en la expresion
de TLR4, MyD88 y NLRP3 en tejido renal de los animales tratados con CPT,
produciendo una ligera disminucion de la expresion de TLR4 y NLRP3 en los animales
que recibian el tratamiento con la dosis mas alta de antitumoral, CPT 3 mg/Kg.
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Figura 28: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en el tejido renal procedente de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT)
2 mg/Kg o con CPT 2 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg+TLR4-PA1). Los datos estan representados como Media  E.E.M
(n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Tukey para llevar a cabo el andlisis estadistico (* p<0,05 vs Salino).
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Figura 29: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en el tejido renal procedente de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino (CPT)
3 mg/Kg o con CPT 3 mg/Kg y que recibieron las ultimas 2 semanas un tratamiento diario de TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg (CPT 3 mg/Kg+TLR4-PA1). Los datos estan representados como Media * E.E.M
(n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Tukey para llevar a cabo el andlisis estadistico. (## p<0,01 vs CPT 3 mg/Kg, ** p<0,01; *** p<0,001;
****p<0,0001 vs. Salino).

Antes de concluir este subapartado, hay que sefialar que por diferentes problemas
técnicos no ha sido posible concluir la determinacion en la expresion de TLR4, MyD88
y NLRP3 en arteria mesentérica de los animales del modelo de administracion crénica
de CPT, por lo que estos resultados no han podio incluirse en esta Tesis Doctoral.
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4.3. Modelo de Sindrome Metabdlico por dieta. Complicaciones
cardiovasculares

4.3.1.Parametros generales

4.3.1.1. Evolucion del peso corporal y de la ganancia de peso de
los animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan: la evolucion del peso corporal (Figura 30 a) y de
la ganancia de peso de los animales (Figura 30 b) obtenida tras alimentar a los animales
durante 20 semanas, con una dieta estandar normocalérica (Control) o una dieta
hipercalérica e hipergrasa (SM).

Tras 20 semanas de periodo experimental, los animales del grupo SM tuvieron
un peso y ganancia de peso significativamente superior a la observada en los animales
del grupo Control (Peso al final del periodo experimental: SM: 590,80+22,91 g (n=10),
p<0,01 vs. Control: 505,80£18,35 g (n=10); Ganancia peso al final del periodo
experimental: SM: 80,12+7,36 % (n=10), p<0,01 vs. Control: 56,16+6,14 % (n=10)).
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Figura 30: (a) Evolucidon del peso corporal y (b) Porcentaje de ganancia de peso corporal, en
animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en animales a los que se les alimenté con una
dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M (n=10). Se utilizé6 un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Sidak para el tratamiento estadistico de
los datos (*p<0,05; **p<0,01 vs. Control).
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4.3.1.2. Evolucion de la Ingesta Solida, Ingesta Liquida e Ingesta
Caldrica de los animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan: la Ingesta Sdlida (IS) (Figura 31 a), Ingesta
Liquida (IL) (Figura 31 b) e Ingesta Caldrica (IC) (Figura 31 c) obtenidas tras alimentar
a los animales durante 20 semanas, con una dieta estandar normocaldérica (Control) o
una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

Tras 20 semanas de periodo experimental, los animales con SM por dieta
manntuvieron una ingesta de comida significativamente inferior a la de los animales del
grupo Control (IS al final del periodo experimental: SM: 14,70£0,40 gr/rata/dia (n=10),
p<0,0001 vs. Control: 25,93+0,77 gr/rata/dia (n=10)). Sin embargo, en los con SM, se
produjo un aumento significativo de la ingesta liquida, en comparacion con la ingesta
correspondiente en los animales del grupo Control (IL al final del periodo experimental:
SM: 54,33+2,33 mLl/rata/dia (n=10), p<0,0001 vs. Control: 31,00+0,43 mL/rata/dia
(n=10)). Mas aun, la ingesta caldrica de los animales con SM fue significativamente
mayor a la de los animales del grupo Control durante todas las semanas de alimentacion
hipercaldrica a hipergrasa (IC: al final del periodo experimental: SM: 121,49+5,43
Kcal/rata/dia (n=10), p<0,0001 vs. Control: 86,51+2,56 Kcal/rata/dia (n=10)).
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Figura 31: (a) Evolucion de la Ingesta Sélida (IS), (b) Ingesta Liquida (IL) e (c) Ingesta caloérica (IC) en
animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en animales a los que se les alimenté con una
dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M (n=10). Se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Sidak para el tratamiento estadistico de

los datos (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Control).
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4.3.1.3. indice de Masa Corporal y Perimetro Abdominal de los
animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 32 se representan: el indice de Masa Corporal (IMC) (Figura 32 a)
y el Perimetro Abdominal (Figura 32 b) obtenidos tras alimentar a los animales durante
20 semanas, con una dieta estandar normocaldrica (Control) o una dieta hipercaldrica e
hipergrasa (SM).

La ingesta de una dieta hipercaldrica e hipergrasa durante 20 semanas produjo
un incremento significativo tanto del IMC y como del Perimetro abdominal en los
animales, en comparacion con dichos parametros en animales del grupo Control (IMC:
SM: 0,81+0,02 g/cm? (n=10), p<0,01 vs. Control: 0,71+£0,02 g/cm? (n=9); Perimetro
Abdominal: 24,04+0,52 cm (n=10), p<0,01 vs. Control: 21,43+0,46 cm (n=10)).
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Figura 32: (a) indice de Masa Corporal (IMC) y (b) Perimetro Abdominal en animales con Sindrome
Metabdlico por dieta (SM) y en animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control).

Los datos representan la Media * E.E.M (n=9). Se utilizé un andlisis t-student con correccion de
Welch para el tratamiento estadistico de los datos (***p<0,001 vs. Control).
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4.3.2. Marcadores plasmaticos

Los niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos, colesterol total y lipoproteinas
se midieron a lo largo del desarrollo del modelo experimental de SM por dieta con el fin
de realizar un seguimiento del desarrollo del mismo y como Control interno de
reproducibilidad del modelo en el laboratorio (datos no mostrados). En esta seccion de
resultados se presentan Unicamente los datos obtenidos en los marcadores plasmaticos
al final de periodo experimental.

4.3.21. Biomarcadores del metabolismo de la glucosa de los
animales con Sindrome Metabolico (SM) por dieta

En este apartado se presentan: los niveles plasmaticos de glucosa (Figura 33 a),
niveles plasmaticos de insulina (Figura 33 b), indice HOMA-IR (Figura 33 c) e indice
HOMA-B (Figura 33 d) obtenidos tras alimentar a los animales durante 20 semanas, con
una dieta estandar normocalérica (Control) o una dieta hipercalérica e hipergrasa (SM).

Tras un periodo experimental de 20 semanas de alimentaciéon con una dieta
hipercaldrica e hipergrasa, los animales con SM presentaron un aumento significativo
de los niveles plasmaticos de glucosa e insulina en comparacion con los obtenidos en
animales del grupo Control (Glucosa: SM: 195,75%£15,76 mg/dL (n=10), p<0,01 vs.
Control: 121,78+5,08 mg/dL (n=10); Insulina: 8,39+1,23 ug/mL (n=8), p<0,05 vs. Control:
5,31+0,50 pg/mL (n=10)).

Por otra parte, en el grupo de animales con SM, el indice HOMA-IR fue
ligeramente superior al obtenido en los animales del grupo Control (SM: 63,331£14,29
(n=8), p>0,05 vs. Control: 47,22+3,58 (n=6)). En cambio, en el grupo de animales con
SM se observo una disminucion significativa en el indice HOMA-B en comparacion al
obtenido en los animales del grupo Control (SM: 333,90+38,95 (n=8), p<0,05 vs. Control:
628,15+93,24 (n=6)).
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Figura 33: (a) Niveles plasmaticos de glucosa, (b) Niveles plasmaticos de insulina, (c) indice HOMA-
IR e, (d) indice HOMA-B en animales con Sindrome Metabélico por dieta (SM) y en animales a los que
se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M (n=7). Se
utilizé un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento estadistico de los datos
(*p<0,05 vs. Control).

4.3.2.2. Biomarcadores del metabolismo lipidico de los animales
con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan los niveles plasmaticos de: Triglicéridos (Figura
34 a), Colesterol (Figura 34 b), HDL (Figura 34 c) y LDL (Figura 34 d) obtenidos tras
alimentar a los animales durante 20 semanas, con una dieta estandar normocalérica
(Control) o una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

Tras un periodo experimental de 20 semanas de alimentaciéon con una dieta
hipercalérica e hipergrasa, los niveles plasmaticos de triglicéridos, colesterol, HDL y LDL
de los animales con SM aumentaron de forma significativa en comparacién con los
niveles obtenidos en los animales del grupo Control (Triglicéridos: SM: 289,25+15,60
mg/dL (n=8), p<0,05 vs. Control: 215,44+19,89 mg/dL (n=9); Colesterol: SM: 80,00+3,42
mg/dL (n=8), p<0,0001 vs. Control: 52,38+1,45 mg/dL (n=8); HDL: SM: 36,25+2,78
mg/dL (n=8), p<0,05 vs. Control: 26,67+1,12 mg/dL (n=6); LDL: SM: 148,51+9,35 mg/dL
(n=8), p<0,05 vs. Control: 102,75+13,66 mg/dL (n=6)).
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Figura 34: (a) Niveles plasmaticos de Triglicéridos, (b) Niveles plasmaticos de Colesterol, (c) Niveles
plasmaticos de HDL y, (d) Niveles plasmaticos de LDL en animales con Sindrome Metabolico por
dieta (SM) y en animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos
representan la Media £ E.E.M (n=8). Se utiliz6 un andlisis t-student con correcciéon de Welch para el
tratamiento estadistico de los datos (*p<0,05; **p<0,01 vs. Control).
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4.3.2.3. Niveles plasmaticos de MDA de los animales con
Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 35 se representan los niveles plasmaticos de MDA obtenidos tras
alimentar a los animales durante 20 semanas, con una dieta estdndar normocalérica
(Control) o una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

Los animales con SM presentaron un aumento significativo de los niveles
plasmaticos de MDA en comparacién con los animales del grupo Control (SM:
232,68+27,03 pM (n=6), p<0,05 vs. Control: 163,53+13,68 uM (n=5)).
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Figura 35: Niveles plasmaticos de MDA en animales con Sindrome Metabélico por dieta (SM), y en
animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media
* E.E.M (n=6). Se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento estadistico

de los datos (*p<0,05 vs. Control).
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4.3.24. Niveles plasmaticos de Creatinina de los animales con
Sindrome Metabolico (SM) por dieta

En la Figura 36 se representan los niveles plasmaticos de Creatinina obtenidos
tras alimentar a los animales durante 20 semanas, con una dieta estandar normocaldérica
(Control) o una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

Tras un periodo experimental de 20 semanas, en los animales alimentados con
una dieta hipercaldrica e hipergrasa, se produjo un aumento significativo de los niveles
plasmaticos de Creatinina, en comparacion con los obtenidos en los animales del grupo
Control (SM: 0,40+0,01 mg/mL (n=8), p<0,01 vs. Control: 0,30+0,02 mg/mL (n=6)).
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Figura 36: Niveles plasmaticos de Creatinina en animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM),
y en animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la
Media £ E.E.M (n=6). Se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento
estadistico de los datos (**p<0,01; vs. Control).

145



Resultados

4.3.2.5. Niveles plasmaticos de citoquinas de los animales con
Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

Los niveles de las diferentes citoquinas se determinaron al finalizar el periodo de
20 semanas de alimentacion, con una dieta estandar normocaldrica (Control) o una dieta
hipercaldrica e hipergrasa (SM). No se pudieron obtener datos para las citoquinas IL-5
y VEGF debido a que sus niveles en las muestras procesadas estaban por debajo del
umbral de deteccion del equipo utilizado.

Tras un periodo experimental de 20 semanas alimentando a los animales con
una dieta hipercaldrica e hipergrasa, se produjo un aumento en la mayoria de los niveles
plasmaticos de las citoquinas analizadas. Sin embargo, este aumento Unicamente
resulté significativo en el caso de las citoquinas IL-12p70, IL-18, IFN-y y TNF-a (Tabla
10) (IL-12p70: SM: 225,51+14,08 pg/mL (n=5), p<0,01 vs. Control: 110,51+21,86 pg/mL
(n=7); IL-18: SM: 6993+1625 pg/mL (n=7), p<0,05 vs. Control: 1659+486 pg/mL (n=6);
IFN-y: SM: 227,28+5,10 pg/mL (n=5), p<0,001 vs. Control: 130,13£16,25 pg/mL (n=7);
TNF-a: SM: 369,84+25,23 pg/mL (n=6), p<0,05 vs. Control: 272,47+20,52 pg/mL (n=7)).
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G-CSF 54,39+9,29 61,65+6,73 p>0,05
(GM)- 127,54+33,53 202,87+21,05 p>0,05
CSF
IL-1a 101,06+8,09 104,23+6,93 p>0,05
IL-18 37,95+6,08 41,04+6,02 p>0,05
IL-2 940,99+121,60 973,14+111,27 p>0,05
IL-4 62,83+6,35 65,95+7,08 p>0,05
IL-5 - - p>0,05
IL-6 163,61+25,31 195,26+24,46 p>0,05
IL-7 68,36+13,58 76,43+12,15 p>0,05
IL-10 153,60+£22,49 145,89+18,09 p>0,05
IL-12p70 143,31137,87 225,51%14,08** p<0,01
IL-13 110,71+14,43 127,14+14,14 p>0,05
IL-17 39,47+7,49 31,81+4,39 p>0,05
IL-18 1659,391486,98 6993,06£1625,03* p<0,05
IFN-y 150,43124,70 191,15+23,68*** p<0,001
MCP-1  24541,96+3356,53 26793,09+3718,71 p>0,05
MIP-1a 54,06+7,51 49,64+3,11 p>0,05
MIP-3a 1201,87+40,33 1208,22+20,13 p>0,05
RANTES 291,20+25,82 351,11+£28,38 p>0,05
TNF-a 291,20£25,82 369,84+25,23* p<0,05
VEGF - - p>0,05

Tabla 10: Niveles plasmaticos de citoquinas en animales con Sindrome Metabélico por dieta (SM) y
en animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la
Media * E.E.M (n=5). Se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento
estadistico de los datos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. Control).

4 .3.3.Parametros cardiovasculares

4.3.3.1. Presion arterial y frecuencia cardiaca de los animales con
Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan los valores de Presion Arterial Sistélica (PAS)
(Figura 37 a), Presion Arterial Diastélica (PAD) (Figura 37 b) y Frecuencia Cardiaca (FC)
(Figura 37 c) tras alimentar a los animales durante 20 semanas con una dieta estandar
normocalérica (Control) o, una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

Los animales con SM mostraron unos valores de PAS y PAD significativamente
inferiores a los obtenidos en los animales del grupo Control (PAS: SM: 104,8316,19
mmHg (n=9), p<0,05 vs. Control: 128,95+5,74 mmHg (n=9); PAD: SM: 91,59+5,50
mmHg (n=9), p<0,01 vs. Control: 114,1315,14 mm Hg (n=9)).
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Sin embargo, los animales con SM no mostraron ningun cambio en la FC en
comparacion con los valores obtenidos en los animales del grupo Control (SM:
307,90+11,36 I.p.m (n=9), p>0,05 vs. Control: 327,58+11,94 |.p.m (n=9)).
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Figura 37: (a) Presion Arterial Sistélica (PAS), (b) Presion Arterial Diastélica (PAD) Y, (C) Frecuencia
cardiaca (FC) en animales anestesiados con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en animales
anestesiados a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la
Media * E.E.M (n= 10). Se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento
estadistico de los datos (**p<0,01; vs. Control). |.p.m: Latidos por minuto.

4.3.3.2. Funcion cardiaca basal de los animales con Sindrome
Metabolico por dieta

En este apartado se presentan los valores de Presion de Perfusion de las
Coronarias (PPC) (Figura 38 a), Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI)
(Figura 38 b) y Presion Diastdlica Final (PDF) (Figura 38 c) en la preparacion de corazon
aislado y perfundido tras alimentar a los animales durante 20 semanas, con una dieta
estandar normocaldrica (Control) o una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

En los animales con SM no se produjeron cambios en los valores de la PPC, la
PDVI y la PDF en comparacion con los valores obtenidos en los animales del grupo
Control (PPC: SM: 89,10+7,83 mmHg (n=9), p>0,05 vs. Control: 88,740+6,91 mmHg
(n=9); PDVI: SM: 89,35+2,96 mmHg (n=9), p>0,05 vs. Control: 87,77+6,79 mmHg (n=9);
PDF: 11,04+1,31 mmHg (n=9), p>0,05 vs. Control: 9,11+£3,55 mmHg (n=9)).
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Figura 38: (a) Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC), (b) Presion Desarrollada por el
Ventriculo lzquierdo (PDVI) y (c) Presion Diastoélica Final (PDF) en preparaciones de corazén aislado
y perfundido de animales con Sindrome Metabolico por dieta (SM) y en animales a los que se les
alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M (n= 10). Se utilizé
un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento estadistico de los datos. No se

observaron cambios significativos.

4.3.3.3. indices cardiacos de los animales con Sindrome
Metabolico (SM) por dieta

En este apartado se presentan el indice de Masa Cardiaco (IMc) (Figura 39 a) y
el indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) (Figura 39 b) de los animales de los
grupos Control y SM tras alimentar a los animales durante 20 semanas con una dieta
estandar normocaldrica (Control) o, una dieta hipercalérica e hipergrasa (SM).

En los animales con SM se produjo una disminucion en los valores de IMc e IMVI
en comparacion con los valores obtenidos en los animales del grupo Control (IMc: SM:
2,59+0,07 mg/g (n=8), p<0,05 vs. Control: 2,94+0,13 mg/g (n=9); IMVI: SM: 1,64+0,06
mg/g (n=7), p>0,05 vs. Control: 1,90£0,11 mg/g (n=8)). Esta disminucién Unicamente
resulté significativa en el caso del IMc.
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Figura 39: (a) indice de Masa cardiaco (IMc), (b) indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) de
animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en animales a los que se les alimenté con una
dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M (n=9). Se utilizé un analisis t-student
con correccion de Welch para el tratamiento estadistico de los datos (**p<0,01 vs. Control).
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4.3.34. Evaluacion de la reactividad vascular de la aorta de los
animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan los resultados de reactividad vascular en la aorta
de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 40, se
representan: la funcién contractil (Figura 40 a), la relajacién dependiente de endotelio
(Figura 40 b), y la relajacion no dependiente de endotelio (Figura 40 c), asi como el area
bajo las correspondientes curvas concentracion-respuesta (Figura 40 d, e y f) en las
preparaciones obtenidas tras alimentar a los animales durante 20 semanas, con una
dieta estandar normocaldrica (Control) o una dieta hipercalérica e hipergrasa (SM).

En los animales con SM se produjo una disminucién, que no llegé a ser
estadisticamente significativa, en la funcion contractil de la aorta de los animales en
comparacion con la funcion obtenida en las preparaciones procedentes de los animales
del grupo Control (Emax: SM: 1,01£0,09 g (n=10), p>0,05 vs. Control: 1,21£0,11 g (n=9);
ABC: SM: 2,02+0,31 (n=10), p>0,05 vs. Control: 2,54+0,38 mg/g (n=9)). Por otra parte,
en la aorta de los animales con SM no se modificd la relajacion dependiente de
endotelio, ni la relajacion no dependiente de endotelio, en comparaciéon con las
respuestas obtenidas en las preparaciones procedentes de los animales del grupo
Control (Carbacol: Emax: SM: 92,70+4,73 % (n=11), p>0,05 vs. Control: 96,68+3,30 %
(n=9); ABC: SM: 252,12+26,61 (n=11), p>0,05 vs. Control: 230,20£15,39 (n=9): NSP:
Emax: SM: 118,71+3,00 % (n=8), p>0,05 vs. Control: 122,611£6,94 % (n=9); ABC: SM:
461,55+27,87 (n=9), p>0,05 vs. Control: 412,15+29,07 (n=9)).

150



Resultados

a) d
1.5
& . T
:§ 1.0 g
8 <
£ &
S 0.5 b
o
0.0 ! T T T T 0-
-9 -8 -7 -6 -5
Log[Fenilefrina](M)
e) 300
7 T
= 200
S 50+ 5
S <
g 8
§ 1004 100
150 : : ‘ 0-
-10 -8 -6 -4
Log[Carbacol](M)
C) f) 00
500
0 T
400
& 50 ' 300
2
[*]
.'_!‘;. 2 200
S 100
100-{
150 T T T 1 0-

)
& -

-10 -8 -7 -6 -5

Log[NSP](M)

-e- Control -0- SM W Control [ SM

Figura 40: (a) Curva concentraciéon-respuesta a Fe (10-°°M-10-°M), (b) Curva concentracion-respuesta
a Ca (10°M-10-*M), (c) Curva concentracién-respuesta de NPS (10-°M-10-¢M), (d) Area bajo la curva
de la curva concentracion-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta
a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta a NPS, en anillos aislados de aorta
de animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en animales a los que se les alimenté con
una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M (n=8). Para el tratamiento
estadistico de los datos de las curvas concentracién-respuesta se utilizé un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Sidak. Para el tratamiento estadistico de los datos
del area bajo la curva se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch. No se observaron

diferencias significativas. Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol; NPS: Nitroprusiato sédico; ABC: Area bajo
la curva
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4.3.3.5. Evaluacion de la reactividad vascular de la arteria de los
animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan los resultados de reactividad vascular en la arteria
mesentérica de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 41,
se representan: la funcion contractil (Figura 41 a), la relajacién dependiente de endotelio
(Figura 41 b), y la relajacién no dependiente de endotelio (Figura 41 c), asi como el area
bajo las correspondientes curvas concentracion-respuesta (Figura 41 d, e y f) en las
preparaciones obtenidas tras alimentar a los animales durante 20 semanas, con una
dieta estandar normocaldrica (Control) o una dieta hipercalérica e hipergrasa (SM).

En los animales con SM no se observaron cambios en la funcién contractil de la
arteria mesentérica, en comparacion con la de los animales del grupo Control (Emax: SM:
144,62+2,85 % (n=6), p>0,05 vs. Control: 137,86+5,73 % (n=6); ABC: SM: 738,40+19,66
(n=6), p>0,05 vs Control: 659,70+37,33 (n=6)). Por otra parte, en la arteria mesentérica
de los animales con SM, la respuesta de las preparaciones en la evaluacion de la
relajacion dependiente de endotelio fue inferior, observandose ademas un
desplazamiento en la curva concentracion-respuesta a Acetilcolina que resulté en una
disminucion significativa del area bajo la curva en comparacion con las preparaciones
del grupo Control (Emax: SM: 86,57+£3,96 % (n=6), p>0,05 vs. Control: 92,39+£3,26 %
(n=6); ABC: SM: 401,00+57,44 (n=6), p<0,05 vs. Control: 550,10+25,29 (n=6)). La
relajacién no dependiente de endotelio no se modificé en las preparaciones de arteria
mesentérica procedentes de animales con SM en comparacion con las respuestas
obtenidas en las preparaciones procedentes de los animales del grupo Control (Emax:
SM: 98,65+0,94 % (n=6), p<0,05 vs. Control: 98,43+1,36 % (n=6); ABC: SM:
348,30+18,07 (n=6), p>0,05 vs. Control: 387,30+24,25 (n=6)).
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Figura 41: (a) Curva concentracion-respuesta a Fe (10"M-10-4°M), (b) Curva concentracion-respuesta
a ACh (10°M-10-3M), (c) Curva concentracién-respuesta de DEA-NO (10-%5M-10-M), (d) Area bajo la
curva de la curva concentracién-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracién
respuesta a ACh, (f) Area bajo la curva de la curva concentracién respuesta a DEA-NO, en anillos
aislados de arteria mesentérica de animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en animales
a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M
(n=6). Para el tratamiento estadistico de los datos de las curvas concentracidon-respuesta se utilizo
un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Sidak. Para el tratamiento
estadistico de los datos del area bajo la curva se utilizé6 un analisis t-student con correccion de
Welch (*p<0,05; **p<0,01 vs. Control). Fe: Fenilefrina; ACh: Acetilcolina; DEA-NO: NONOato de
dietilamina; ABC: Area bajo la curva.
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4.3.4.Expresion proteica

4.341. Expresion del TLR4, MyD88 v NLRP3 en el ventriculo
izquierdo de los animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan: la expresion proteica de TLR4 (Figura 42 a), la
expresion proteica de MyD88 (Figura 42 b) y la expresion proteica de NLRP3 (Figura 42
¢) en el tejido cardiaco obtenido de los animales de los grupos Control y tras alimentar
a los animales durante 20 semanas, con una dieta estandar normocaldrica (Control) o
una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

En los animales con SM no se modifico la expresién de TLR4, MyD88, ni NLRP3
en el tejido cardiaco en comparacion con dicha expresion en el tejido obtenido de los
animales del grupo Control (TLR4: SM: 108,55+13,10 U.A. (n=5), p>0,05 vs. Control:
100,0049,54 U.A. (n=5); MyD88: SM: 93,431+4,84 U.A. (n=6), p>0,05 vs. Control:
100,00+2,02 U.A. (n=7); NLRP3: 97,261+13,68 U.A. (n=6), p>0,05 vs. Control:
100,00+7,78 U.A. (n=6)).
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Figura 42: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88 y (c) Expresion proteica
de NLRP3 en el ventriculo izquierdo de animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en
animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media
* E.E.M (n=5). Se utilizé un analisis t-student con correcciéon de Welch para el tratamiento estadistico
de los datos. No se observaron diferencias significativas. U.A: Unidades Arbitrarias.
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4.34.2. Expresion del TLR4, MyD88 v NLRP3 en la aorta de los
animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan: la expresion proteica de TLR4 (Figura 43 a), la
expresion proteica de MyD88 (Figura 43 b) y la expresion proteica de NLRP3 (Figura 43
c) en el tejido de aorta obtenido de los animales de los grupos Control y SM tras
alimentar a los animales durante 20 semanas, con una dieta estandar normocalérica
(Control) o una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

En animales con SM se produjo una disminucion significativa de la expresion de
TLR4 en la aorta en comparacién con la expresion de dicha proteina en preparaciones
procedentes del grupo de animales Control (SM: 60,40+7,10 U.A. (n=6), p<0,01 vs.
Control: 100,00£2,55 U.A. (n=6)).

Sin embargo, el desarrollo de SM produjo un aumento significativo de la
expresion de MyD88 y NLRP3 en la aorta de los animales en comparacién con la
expresion de dichas proteinas en este tejido procedente de animales del grupo Control
(MyD88: SM: 184,95+31,53 U.A. (n=6), p<0,05 vs. Control: 100,00+4,90 U.A. (n=6);
NLRP3: SM: 175,71+27,91 U.A. (n=6), p<0,05 vs. Control: 100,00+9,82 U.A. (n=5)).
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Figura 43: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88 y (c) Expresion proteica
de NLRP3 en la aorta de con Sindrome Metabolico por dieta (SM) y en animales a los que se les
alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media * E.E.M (n= 5). Se utilizo
un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento estadistico de los datos (*p<0,05;
**p<0,01 vs. Control). U.A: Unidades Arbitrarias

157



Resultados

4.3.4.3. Expresion del TLR4, MyD88 Y NLRP3 en la arteria
mesentérica de los animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En este apartado se presentan: la expresion proteica de TLR4 (Figura 44 a),
expresion proteica de MyD88 (jError! No se encuentra el origen de la referencia. b),
y expresion proteica de NLRP3 (Figura 44 c), en la arteria mesentérica obtenida tras
alimentar a los animales durante 20 semanas, con una dieta estandar normocalérica
(Control) o una dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM).

En los animales con SM se produjo una disminucion, no significativa, de la
expresion proteica de TLR4 y MyD88 en la arteria mesentérica en comparacion con
dicha expresion en las muestras de tejido procedente de animales del grupo Control
(TLR4: SM: 65,77+16,55 U.A. (n=6), p>0,05 vs. Control: 100,00+£32,78 U.A. (n=6);
MyD88: SM: 84,53+5,03 U.A. (n=6), p>0,05 vs. Control: 100,00+£19,95 U.A. (n=6)). No
se observaron cambios en la expresion de NLRP3 en la arteria mesentérica de animales
con SM, en comparacion con la expresion de esta proteina en dicho tejido en animales
del grupo Control (SM: 99,76+8,27 U.A. (n=6), p>0,05 vs. Control: 100,00+4,62 U.A.

(n=6)).
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Figura 44: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88 y (c) Expresion proteica
de NLRP3 en la arteria mesentérica de animales con Sindrome Metabdlico por dieta (SM) y en
animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la Media
* E.E.M (n=6). Se utilizé un analisis t-student con correcciéon de Welch para el tratamiento estadistico
de los datos. (*p<0,05; **p<0,01 vs. Control). U.A: Unidades Arbitrarias
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4.344. Expresion del TLR4, MyD88 v NLRP3 en el tejido renal de
los animales con Sindrome Metabolico (SM) por dieta

En este apartado se presentan: la expresion proteica de TLR4 (Figura 45 a),
expresion proteica de MyD88 (Figura 45 b) y expresion proteica de NLRP3 (Figura 45
c), en el tejido renal obtenido tras alimentar a los animales durante 20 semanas, con
una dieta estandar normocaldrica (Control) o una dieta hipercalérica e hipergrasa (SM).

En animales con SM no se modificé la expresion de TLR4, ni de NLRP3 en los
rifones en comparacion con la expresion de esta proteina en el tejido renal procedente
de animales del grupo Control (TLR4: SM: 107,56+8,31 U.A. (n=4), p>0,05 vs. Control:
100,00+6,49 U.A. (n=4); NLRP3: SM: 117,01+4,56 U.A. (n=4), p>0,05 vs. Control:
100,00+7.31 U.A. (n=5)).

Sin embargo, en el tejido renal de los animales con SM se produjo un aumento
significativo en la expresion de MyD88 en comparacion con la expresion de esta proteina
en este tejido procedente de animales del grupo Control (SM: 167,83+25,82 U.A. (n=6),
p<0,05 vs. Control: 100,00+10.85 U.A. (n=5)).

160



Resultados

a)
150~
AN
—_ <°
< - < &
= 100-
é FRCE & TLR4 (96 kDa)
<
3 S S S e - wm=  GAPDH (35 kDa)
S 50
[1'4
-
'—
0_
b)
200- _’|‘_
<
S 150 &«0\
z oy P
T 400- = ' ' B MyD88 (33 kDa
g 100 EEE CEEE e
3 W s mm—— S smse s == GAPDH (35 kDa)
2 50
s
0_
c)
150
< -
2
T 100~
g & o
< O
o & °
g 507 NLRP3 (118 kD
; I 3 (118 kDa)
—— — —s wmm= GAPDH (35 kDa)
o_

@B Control 1 SM

Figura 45: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88 y (c) Expresion proteica
de NLRP3 en el tejido renal de animales a los que se les indujo Sindrome Metabdlico por dieta (SM),
y en animales a los que se les alimenté con una dieta estandar (Control). Los datos representan la
Media £ E.E.M (n=5). Se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch para el tratamiento
estadistico de los datos. (*p<0,05 vs. Control). U.A: Unidades Arbitrarias.
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Resultados

4.4. Efecto de la administracion de TLR4-PA1 en el modelo de
Sindrome Metabdlico por dieta

Como se menciond previamente en la seccion de “Material y Métodos” de esta Tesis
Doctoral, apartado 3.1.2.3, el vehiculo para disolver el antagonista de TLR4, TLR4-PA1,
fue HPMC. De la misma manera, antes de iniciar el desarrollo del tratamiento con el
TLR4-PA1 se analizo, el efecto de la administracion de este vehiculo en los parametros
analizados en este modelo experimental, obteniéndose resultados similares en los
grupos” SM+ HPMC” y “SM” (datos no mostrados).

Por ello, y para facilitar la lectura e interpretacion de los resultados de esta Tesis Doc-
toral y homogeneizar la presentacion de los resultados en ambos modelos
experimentales, el grupo vehiculo no se muestra en la exposicion de los resultados
dentro de este apartado, realizandose las comparaciones directamente con el grupo SM.

4.4 .1.Parametros generales

4411. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
el peso corporal vy la ganancia de peso de los animales con Sindrome
Metabolico (SM) por dieta

En la Figura 46, se presentan los resultados del efecto de la administraciéon de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en el peso corporal (Figura 46 a) y en la ganancia
de peso (Figura 46 b) de los animales en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se
muestran como referencia los parametros correspondientes de los animales del grupo
Control, es decir, animales alimentados durante 20 semanas con dieta normocaldrica y
normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercalérica e hipergrasa presentaron un peso ligeramente inferior, aunque no
estadisticamente significativo, al de los animales con SM que no recibieron tratamiento
con TLR4-PA1 (SM+TLR4-PA1: 531,00£33,17 g (n=8) p>0,05 vs. SM: 590,80+22,91 g
(n=10)). Este menor peso corporal se acompafé de una menor ganancia de peso de los
animales tras las dos semanas que duro el tratamiento con TLR4-PA1 (SM+TLR4-PA1:
-2,70t7,70 % (n=10) p>0,05 vs. SM: 5,28+5,68 % (n=10)). Hay que destacar que,
aunque la disminucién en el peso corporal de los animales tratados con TLR4-PA1 no
resultd estadisticamente significativa, si permitid alcanzar valores de peso corporal
similares a los del grupo Control (SM+TLR4-PA1: 531,00£33,17 g (n=8) p>0,05 vs.
Control: 505,80+18,35 g (n=10)).
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Figura 46: (a) Peso corporal y (b) Ganancia de peso de los animales alimentados durante 20 semanas
con dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho
tratamiento dietético un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo
Control corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta
normocaldrica y normograsa y esta representado como referencia. Los datos estan representados
como Media % E.E.M (n=8-10). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido
de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos. (p <0,05 vs.
Control).

441.2. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
el comportamiento alimentario e ingesta calorica de los animales con
Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 47 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la Ingesta Sdlida (IS) (Figura 47 a), Ingesta
Liquida (IL) (Figura 47 b) e Ingesta Caldrica (IC) (Figura 47 c) de los animales en el
modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia los parametros
correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales alimentados
durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercaldrica e hipergrasa presentaron valores de IS e IC significativamente inferiores,
a las correspondientes ingestas de los animales con SM que no recibieron tratamiento
con TLR4-PA1 (IS: SM+TLR4-PA1: 8,31+1,84 g/rata/dia (n=8) p<0,001 vs. SM:
14,70+0,40 g/rata/dia (n=10); IC: SM+TLR4-PA1: 123,75+2,53 Kcal/rata/dia (n=10)
p<0,001 vs. SM: 121,4945,43 Kcal/rata/dia (n=10)). Ademas, el tratamiento con TLR4-
PA1 también produjo una ligera disminucién en la IL en los animales en comparacion
con los animales alimentados con dieta hipercaldrica e hipergrasa que no recibieron
dicho tratamiento (SM+TLR4-PA1: 45,18+8,93 mL/rata /dia (n=10) p>0,05 vs. SM:
54,33+2,33 mL/rata/dia (n=10)). Por tanto, el tratamiento durante dos semanas con el
farmaco antaagonista TLR4 fue capaz de provocar cambios en el comportamiento
alimentario de los animales que permitié corregir la alta ingesta calérica observada en
los animales con SM, obteniéndose en los animales tratados con el farmaco TLR4-PA1
valores de IC similares a los presentados en los animales del grupo Control (IC:
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SM+TLR4-PA1: 123,75+2,53 Kcal/dia (n=10) p<0.05 vs. Control: 74,39+1,19 Kcal/dia
(n=10)).
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Figura 47: (a) Ingesta sélida (IS), (b) Ingesta liquida (IL) y (c) Ingesta calérica (IC) de los animales
alimentados durante 20 semanas con dieta hipercalérica e hipergrasa (SM) o que recibieron las
ultimas 2 semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg
(SM +TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20
semanas con dieta normocaldrica y normograsa y esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media £ E.E.M (n=8-10). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los
datos. (### p<0,001; #H#H## p<0,0001 vs. SM; p<0,05; **** p<0,0001 vs. Control).IS: Ingesta sélida; IL:
Ingesta liquida; IC: Ingesta calérica

4.41.3. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
los parametros antropomeétricos de los animales con Sindrome
Metabolico (SM) por dieta

En la Figura 48 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en el indice de Masa Corporal (IMC) (Figura 48 a) y
el Perimetro abdominal (Figura 48 b) de los animales en el modelo de SM por dieta. En
dicha figura se muestran como referencia los parametros correspondientes de los
animales del grupo Control, es decir, animales alimentados durante 20 semanas con
dieta normocaldrica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercalérica e hipergrasa, mostraron un IMC y un Perimetro Abdominal inferiores a los
correspondientes parametros de los animales con SM que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1 (IMC: SM+TLR4-PA1: 0,77+0,03 g/cm? (n=8) p>0,05 vs. SM: 0,81+0,02
g/cm? (n=9); Perimetro abdominal: SM+TLR4-PA1: 22,29+0,65 cm (n=8) p>0,05 vs. SM:
24,04+0,52 cm (n=9)). Hay que sefalar que aunque la diminucién en estos parametros
antropométricos no resultd estadisticamente significativa, fue suficiente para corregir
dichas medidas, obteniéndose en los animales tratados con el farmaco TLR4-PA1
valores de IMC y Perimetro Abdominal similares a los presentados en los animales del
grupo Control (IMC: SM+TLR4-PA1: 0,77+0,03 g/cm? (n=8) p>0,05 vs. Control:
0,71+0,02 g/cm? (n=9); Perimetro abdominal: SM+TLR4-PA1: 22,13+0,45 cm (n=8)
p>0,05 vs. Control: 21,431£0,46 cm (n=9)).
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Figura 48: (a) indice de masa corporal (IMC) y (b) Perimetro abdominal de los animales alimentados
durante 20 semanas con dieta hipercalérica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2
semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM
+TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20
semanas con dieta normocaldrica y normograsa y esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media * E.E.M (n=8-9). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los
datos. (* p<0,05; ** p <0,01 vs. Control).

4 4.2 Marcadores plasmaticos

4421. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
los niveles plasmaticos de biomarcadores del metabolismo de la
glucosa de los animales con indrome Metabdlico (SM)por dieta

En la Figura 49 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los niveles plasmaticos de Glucosa (Figura 49
a), Insulina (Figura 49 b) y en los indices HOMA-IR (Figura 49 c) y HOMA-B (Figura 49
d) de los animales en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como
referencia los parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es decir,
animales alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica y hormograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercalorica e hipergrasa presentaron unos niveles plasmaticos de Glucosa
significativamente inferiores a los niveles de los animales con SM que no recibieron
tratamiento con TLR4-PA1 (SM+TLR4-PA1: 155,504£8,51 mg/dL (n=8) p<0,05 vs. SM:
195,75+15,16 mg/dL (n=10)). Por otra parte, el tratamiento con el farmaco anti TLR4, no
modificd ni los niveles de Insulina, ni el indice HOMA-IR (Insulina: SM+TLR4-PA1:
7,48+1,54 pg/mL (n=7) p>0,05 vs. SM: 4,91+0,75 pg/mL (n=8); HOMA-IR: SM+TLR4-
PA1: 72,64+15,28 (n=8) p>0,05 vs. SM: 63,33+14,29 (n=9)). Por el contrario, el indice
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HOMA-B resulté significativamente superior en los animales con SM que habian recibido
el tratamiento con TLR4-PA1 en comparacién con los animales que no lo habian recibido
(HOMA-B: SM+TLR4-PA1: 758,60+15,28 (n=8) p<0.001 vs. SM: 333,90+38,98 (n=8)).
Asi, los datos anteriores muestran que el tratamiento durante dos semanas con el
farmaco antagonista TLR4 fue capaz de corregir parcialmente las alteraciones en el
metabolismo glucidico observadas en los animales con SM en relacién con los animales
del grupo Control (Glucosa: SM+TLR4-PA1: 155,50+8,51 mg/dL (n=8) p>0,05 vs.
Control: 121,7845,08 mg/dL (n=9); Insulina: SM+TLR4-PA1: 7,48+1,54 ug/mL(n=7)
p>0,05 vs. Control: 5,31+0,50 ug/ (n=6); HOMA-IR: SM+TLR4-PA1: 72,64+15,28 (n=8)
p>0,05 vs. Control: 47,22+3,58 (n=6); HOMA-B: SM+TLR4-PA1: 758,60+£15,28 (n=8)
p>0,05 vs. Control: 628,15+93,24 (n=6)).
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Figura 49: (a) Niveles plasmaticos de Glucosa, (b) Niveles plasmaticos de Insulina, (c) indice HOMA-
IR y (d) indice HOMA-b de los animales alimentados durante 20 semanas con dieta hipercalérica e
hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento
diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que
habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa y esta
representado como referencia. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=7-8). Se llevé
a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a
cabo el tratamiento estadistico de los datos. (# p<0,05; ### p<0,0001 vs. SM; ** p<0,01; *** p<0,001
vs. Control).
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44272. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
los niveles plasmaticos de biomarcadores del metabolismo lipidico de
los animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 50 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los niveles plasmaticos de Triglicéridos (Figura
50 a), Colesterol (Figura 50 b), HDL (Figura 50 c) y LDL (Figura 50 d) de los animales
en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia los
parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales
alimentados durante 20 semanas con dieta normocal6rica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercalérica e hipergrasa presentaron unos niveles plasmaticos de Triglicéridos,
Colesterol y LDL significativamente inferiores a los correspondientes valores de los
animales con SM que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Triglicéridos: SM+TLR4-
PA1:153,50£16,20 mg/dL (n=8) p<0,001 vs. SM: 289,25+15,60 mg/dL (n=9); Colesterol:
SM+TLR4-PA1: 65,13+3,82 mg/dL (n=8) p<0,05 vs. SM: 80,00+3,42 mg/dL (n=8); LDL:
SM+TLR4-PA1: 65,82+9,26 mg/dL (n=7) p<0,0001 vs. SM: 148,51+3,35 mg/dL (n=8)).
Por otra parte, los niveles plasmaticos de HDL en los animales alimentados con dieta
hipercalérica e hipergrasa, que habian recibido un tratamiento durante las dos ultimas
semanas con TLR4-PA1 fueron similares a los de los animales con SM que no habian
recibido el tratamiento con el farmaco anti TLR4 (HDL: SM+TLR4-PA1: 34,88+2,93
mg/dL (n=8) p>0,05 vs. SM: 36,35+2,78 mg/dL (n=9). Por tanto, el tratamiento durante
dos semanas con el farmaco antagonista TLR4 fue capaz de corregir las alteraciones
en el perfil lipidico observadas en los animales con SM, obteniéndose en los animales
tratados con el farmaco TLR4-PA1 valores similares a los presentados en los animales
del grupo Control (Triglicéridos: SM+TLR4-PA1: 153,50+£16,20 mg/dL (n=8) p>0,05 vs.
Control: 215,44+19,89 mg/dL (n=9); Colesterol: SM+TLR4-PA: 65,131£3,82 mg/dL (n=8)
p>0,05 vs. Control: 52,38+1,45 mg/dL (n=8); HDL: SM+TLR4-PA1: 34,88+2,93 mg/dL
(n=8) p>0,05 vs. Control: 26,67+1,12 mg/dL (n=6); LDL: SM+TLR4-PA1: 65,82+6,29
mg/dL (n=7) p>0,05 vs. Control: 102,75+13,66 mg/dL (n=8)).
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Figura 50: (a) Niveles plasmaticos de Triglicéridos, (b) Niveles plasmaticos de Colesterol, (c) Niveles
plasmaticos de HDL y (d) Niveles plasmaticos de LDL de los animales alimentados durante 20
semanas con dieta hipercalérica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho
tratamiento dietético un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo
Control corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta
normocaldrica y normograsa y esta representado como referencia. Los datos estan representados
como Media * E.E.M (n=6-9). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de
un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos. (## p<0,01: ###
p<0,0001 vs. SM; * p<0,05; ****p<0,0001 vs. Control).

4.42.3. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg en
los niveles plasmaticos de Malondialdehido (MDA) de los animales
con Sindrome Metabolico (SM) por dieta

En la Figura 51 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los niveles plasmaticos de MDA de los animales
en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia los
parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales
alimentados durante 20 semanas con dieta normocal6rica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercaldrica e hipergrasa presentaron unos niveles plasmaticos de MDA inferiores a los
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correspondientes valores de los animales con SM que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1 (MDA: SM+TLR4-PA1: 176,994+11,13 uM (n=6) p>0,05 vs. SM: 232,68+27,03
MM (n=5)). Sin embargo, aunque esta disminucion no llegé a ser estadisticamente
significativa, hay que sefialar que fue suficiente para revertir el aumento en los niveles
de MDA, obteniéndose en los animales con SM tratados con el farmaco TLR4-PA1
valores de dicho parametro similares a los presentados en los animales del grupo
Control (MDA: SM+TLR4-PA1: 176,99+11,13 uM (n=6) p>0,05 vs. Control:
163,53+13,60 uM (n=5)).
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Figura 51: Niveles plasmaticos de Malondialdehido (MDA) de los de los animales alimentados
durante 20 semanas con dieta hipercalérica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2
semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM
+TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20
semanas con dieta normocaldrica y normograsa y esta representado como referencia. Los datos
estan representados como Media * E.E.M (n=5-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los
datos. (p<0,05 vs. Control).

4424, Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg en
los niveles plasmaticos de Creatinina de los animales con Sindrome
Metabolico (SM) por dieta

En la Figura 52 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los niveles plasmaticos de creatinina de los
animales en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia
los parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales
alimentados durante 20 semanas con dieta normocaldrica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercaldrica e hipergrasa presentaron unos niveles plasmaticos de Creatinina
significativamente inferiores a los correspondientes valores de los animales con SM que
no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Creatinina: SM+TLR4-PA1: 0,3310,02 mg/mL
(n=6) p<0,01 vs. SM: 0,401£0,01 mg/mL (n=8)). Hay que sefialar, ademas, que esta
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disminucion ha sido capaz de revertir el aumento en los niveles de creatinina,
obteniéndose en los animales con SM tratados con el farmaco TLR4-PA1 valores de
dicho parametro similares a los presentados en los animales del grupo Control
(Creatinina: SM+TLR4-PA1: 0,32+0,02 mg/mL (n=6) p>0,05 vs. Control: 0,30+0,02
mg/mL (n=6)).
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Figura 52: Niveles plasmaticos de Creatinina de los animales alimentados durante 20 semanas con
dieta hipercalérica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento
dietético un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo Control
corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica
y normograsa y esta representado como referencia. Los datos estan representados como Media *
E.E.M (n=6-8). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-
hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos. (## p<0,01 vs. SM; ** p<0,01 vs.
Control).

Antes de concluir este subapartado, hay que sefialar que por diferentes problemas
técnicos no ha sido posible concluir las determinaciones de los niveles plasmaticos de
Citoquinas proinflamatorias en los animales del modelo de SM por dieta, por lo que estos
resultados no han podio incluirse en esta Tesis Doctoral.

4 .4.3.Parametros cardiovasculares

4.431. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
los niveles de presion arterial y frecuencia cardiaca de los animales
con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 53 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los niveles de Presion Arterial Sistélica (PAS)
(Figura 53 a), Presion Arterial Diastélica (PAD) (Figura 53 b) y Frecuencia Cardiaca (FC)
(Figura 53 c) de los animales en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran
como referencia los parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es
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decir, animales alimentados durante 20 semanas con dieta normocaldrica y
normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercaldrica e hipergrasa presentaron unos niveles de PAS, PAD y FC
significativamente superiores, a los correspondientes valores de los animales con SM
que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (PAS: SM+TLR4-PA1: 130,52+7,66 mmHg
(n=8) p<0,05 vs. SM: 104,83+6,19 mmHg (n=9); PAD: SM+TLR4-PA1: 114,66+6,38
mmHg (n=8) p<0,05 vs. SM: 91,5945,50 mmHg (n=9); FC: SM+TLR4-PA1: 372,69+8,68
l.p.m. (n=8) p<0,01 vs. SM: 307,90+11,36 l.p.m. (n=90)). Asi, los datos mencionados
anteriormente muestran que el tratamiento durante dos semanas con el farmaco TLR4-
PA1 fue capaz de revertir la hipotension observada en animales con SM, obteniéndose
en los animales tratados valores de PAS y PAD similares a los presentados en los
animales del grupo Control (PAS: SM+TLR4-PA1: 130,52+7,66 mmHg (n=8) p>0,05 vs.
Control: 128,95+5,74 mmHg (n=9); PAD: SM+TLR4-PA1: 114,66+6,38 mmHg (n=8)
p>0,05 vs. Control: 114,13+5,14 mmHg (n=10)).
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Figura 53: (a) Presion Arterial Sistdlica (PAS), (b) Presion Arterial Diastdlica (PAD) y (c) Frecuencia
Cardiaca (FC) en animales anestesiados alimentados durante 20 semanas con dieta hipercalérica e
hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento
diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que
habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa y esta
representado como referencia. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=8-10). Se llevé
a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a
cabo el tratamiento estadistico de los datos (# p<0,05; ## p<0,01 vs. SM; * p<0,05 vs. Control). l.p.m:
Latidos por minuto.

4.4.3.2. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kg, en
la funcionalidad cardiaca de los animales con Sindrome Metabdlico
(SM) por dieta

En la Figura 54 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los valores de Presién de Perfusiéon de las
Coronarias (PPC) (Figura 54 a), Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI)
(Figura 54 b) y Presion Diastdlica Final (Figura 54PDF) (2c) obtenidos en la preparacion
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de corazén aislado y perfundido de los animales en el modelo de SM por dieta. En dicha
figura se muestran como referencia los parametros correspondientes de los animales
del grupo Control, es decir, animales alimentados durante 20 semanas con dieta

normocaldrica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administréo TLR4-PA1, a la dosis de 10
mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta hipercaldrica e
hipergrasa presentaron unos niveles de PPC similares a los correspondientes valores
de los animales con SM que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (PPC: SM+TLR4-
PA1: 89,111+6,78 mmHg (n=10) p>0,05 vs. SM: 89,10+7,83 mmHg (n=9)). En el caso
funcion ventricular izquierda, los animales con SM que habian recibido un tratamiento
durante las dos ultimas semanas de alimentacion con TLR4-PA1 mostraron valores
ligeramente superiores en la PDVI y ligeramente inferiores en la PDF a los de los
animales con SM que no habian recibido el tratamiento con el farmaco antagonista TLR4
(PDVI: SM+TLR4-PA1: 108,32+8,42 mmHg (n=8) p>0,05 vs. SM: 89,35+2,96 mmHg
(n=9); PDF: SM+TLR4-PA1: -1,05+5,41 mmHg (n=8) p>0,05 vs. SM: 11,04+1,31 mmHg
(n=10)). Asi, el tratamiento durante 2 semanas con el farmaco antagonista TLR4 no
afecto a la funcién cardiaca de los animales con SM.
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Figura 54: (a) Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC), (b) Presion Desarrollada por el
Ventriculo lzquierdo (PDVI) y (c) Presion Diastoélica Final (PDF) en preparaciones de corazén aislado
y perfundido de animales alimentados durante 20 semanas con dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM)
o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento diario de TLR4-
PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que habian sido
alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa y esta representado como
referencia. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=8-10). Se llevé a cabo un analisis
de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento
estadistico de los datos. No se observaron diferencias significativas.

4.4.3.3. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kgq,
sobre los indices cardiacos de los animales con Sindrome Metabdlico
(SM) por dieta

En la Figura 55 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los valores de Indice de Masa cardiaco (IMc)
(Figura 55 a) y el indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) (Figura 55 b) de los
animales en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia
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los parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales
alimentados durante 20 semanas con dieta normocaldrica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la dosis de 10
mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta hipercaldrica e
hipergrasa mostraron valores de IMc y de IMVI similares a los correspondientes indices
obtenidos en los animales con SM que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (IMc:
SM+TLR4-PA1: 2,98+0,14 mg/g (n=8) p>0,05 vs. SM: 2,58+0,08 mg/g (n=8); IMVI:
SM+TLR4-PA1: 1,92+0,10 mg/g (n=8) p>0,05 vs. SM: 1,63+0,06 mg/g (n=8)). Estos
valores fueron también similares a los de los animales del grupo Control (IMc:
SM+TLR4-PA1: 2,98+0,14 mg/g (n=8) p<0,05 vs. Control: 2,93+0,14 mg/g (n=9)).
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Figura 55: (a) indice de Masa cardiaco (IMc), y (b) indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) de
animales alimentados durante 20 semanas con dieta hipercalérica e hipergrasa (SM) o que
recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento diario de TLR4-PA1,
dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que habian sido
alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa y esta representado como
referencia. Los datos estan representados como Media + E.E.M (n=8-9). Se llevé a cabo un analisis
de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento
estadistico de los datos. No se observaron diferencias significativas.

4434. Efecto de la administracion de TLR4-PA1 10 mg/Kg sobre
la reactividad de la aorta de los animales con Sindrome Metabdlico
(SM) por dieta

En la Figura 56 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los valores de reactividad vascular en la aorta de
los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 56 se representan:
la funcion contractil, la relajacion dependiente de endotelio, la relajacion no dependiente
de endotelio (Figura 56 a, b, c¢), asi como el area bajo las correspondientes curvas
concentracion-respuesta (Figura 56 d, b, c) en la aorta de los animales en el modelo de
SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia los parametros
correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales alimentados
durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administr6 TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercaldrica e hipergrasa, mostraron valores similares tanto en la funcién contractil
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como dilatadora de la aorta en comparacion con los valores obtenidos en las
preparaciones procedentes de los animales con SM que no recibieron tratamiento con
TLR4-PA1. Asi, las curvas concentracién-respuesta y las ABC correspondientes
resultaron similares en ambos grupos experimentales tanto para Fe (Emax: SM+TLR4-
PA1: 0,98+0,04 g (n=8) p>0,05 vs. SM: 1,01+£0,09 g (n=10); ABC: SM+TLR4-PA1:
2,031£0.14 (n=9) p>0,05 vs. SM: 2,0210,31 (n=10)), como para Ca (Emax: SM+TLR4-PA1:
104,60+5,28% (n=10) p>0,05 vs. SM: 92,70+4,73% (n=11); ABC: SM+TLR4-PA1:
245,46+245,81% (n=10) p>0,05 vs. SM: 252,12+26,61 % (n=11)) y NPS (Emax
SM+TLR4-PA1: 116,65+5,05% (n=9) p>0,05 vs. SM: 118,71+3,00% (n=8); ABC:
SM+TLR4-PA1: 437,52+32,12% (n=9) p>0,05 vs. SM: 461,55+27,87% (n=9)). Por tanto,
el tratamiento durante 2 semanas con el farmaco antagonista TLR4 no afecto a la
reactividad vascular de la aorta de los animales con SM.
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Figura 56: (a) Curva concentracion-respuesta a Fe (10°°M-10-5M), (b) Curva concentracion-respuesta
a Ca (10-°°M-10M), (c) Curva concentracion-respuesta de NPS (10-°M-10M), (d) Area bajo la curva
de la curva concentraciéon-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta
a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracion-respuesta a NPS, en anillos aislados de aorta
de rata procedentes de animales alimentados durante 20 semanas con dieta hipercalérica e
hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento dietético un tratamiento
diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a animales que
habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa y esta
representado como referencia. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=9-11). Para el
tratamiento estadistico de las curvas concentracion-respuesta se utilizé un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de los datos
del area bajo la curva se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch.No se observaron
diferencias significativas. Fe: Fenilefrina; Ca: Carbacol; NPS: Nitroprusiato sédico; ABC: Area bajo
la curva.
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4.4.3.5. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kq,
sobre la reactividad de la arteria mesentérica de los animales con
Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 57 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en los valores de reactividad vascular de la arteria
mesentérica de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 57 se representan:
la funcion contractil, la relajacién dependiente de endotelio, la relajacién no dependiente
de endotelio (Figura 57 a, b, c¢), asi como el area bajo las correspondientes curvas
concentracion-respuesta (Figura 57 d, e. f) en las preparaciones obtenidas de los
animales en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia
los parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales
alimentados durante 20 semanas con dieta normocal6rica y normograsa.

Los animales del grupo experimental al que se le administré TLR4-PA1, a la
dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de alimentacion con dieta
hipercalérica e hipergrasa, mostraron una contractilidad de la arteria mesentérica similar
a la obtenida en los animales con SM que no recibieron tratamiento con TLR4-PA1 (Emax:
SM+TLR4-PA1: 132,811£3,66 % (n=6) p>0,05 vs. SM: 144,62+2,85 % (n=6); ABC:
SM+TLR4-PA1: 660,20+19,27 (n=6) p>0,05 vs. SM: 738,40+£19,66% (n=6)). De la
misma manera, la administracion de TLR4-PA1 durante 2 semanas en los animales
alimentados con dieta hipercaldrica e hipergrasa no modificé la relajacion dependiente
de endotelio de la arteria mesentérica de los animales en comparacién con la obtenida
en los animales con SM que no habian recibido tratamiento con TLR4-PA1 (Emax:
SM+TLR4-PA1: 91,16%£2,36% (n=6) p>0,05 vs. SM: 86,57+3,96% (n=6); ABC:
SM+TLR4-PA1: 501,30+40,80% (n=10) p>0,05 vs. SM: 401,00+57,44 % (n=6)). Sin
embargo, la administraciéon de TLR4-PA1 ocasioné un aumento significativo en la
capacidad vasodilatadora no dependiente de endotelio en la arteria mesentérica en
relacion con los valores obtenidos en los animales con SM que no recibieron tratamiento
con el farmaco anti TLR4 (Emax: SM+TLR4-PA1: 96,91+0,41% (n=6) p>0,05 vs. SM:
98,65+0,94% (n=6); ABC: SM+TLR4-PA1: 455,50+15,02% (n=6) p<0,01 vs. SM:
348,30+18,05 % (n=6)). Mas aun, este aumento en la capacidad vasodilatadora no
dependiente de endotelio en la arteria mesentérica causada por el tratamiento con
TLR4-PA1 fue incluso ligeramente mayor que este mismo parametro en las
preparaciones procedentes de animales Control (Emax: SM+TLR4-PA1: 96,91+0,41%
(n=6) p>0,05 vs. Control: 98,43+1,36% (n=6); ABC: SM+TLR4-PA1: 455,50£15,02%
(n=6) p>0,05 vs. Control: 387,30£24,25 % (n=10)).
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Figura 57: (a) Curva concentracion-respuesta a Fe (10-80 nmol), (b) Curva concentracién-respuesta
a Ca (0,5-50.000 nmol), y (c) Curva concentracién-respuesta de NPS (0,1-1000 nmol), (d) Area bajo la
curva de la curva concentracion-respuesta a Fe, (e) Area bajo la curva de la curva concentracién-
respuesta a Ca, (f) Area bajo la curva de la curva concentracién-respuesta a NPS, en el lecho
mesentérico perfundido de animales alimentados durante 20 semanas con dieta hipercalérica e
hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento die-tético un
tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM +TLR4-PA1). El grupo Control corresponde a
animales que habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta normocaldrica y normograsa
y esta representado como referencia. Los datos estan representados como Media * E.E.M (n=6-10).
Para el tratamiento estadistico de las curvas concentracion-respuesta se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Tukey. Para el tratamiento estadistico de
los datos del area bajo la curva se utilizé un analisis t-student con correccion de Welch. (## p<0,01;
#iHp<0,001; #HHHE p<0,0001 vs. SM). Fe: Fenilefrina; ACh: Acetilcolina; DEA-NO: NONOato de
dietiamina; ABC: Area bajo la curva.
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4.4 .4 Expresion proteica

4441. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mag/Kgq,
sobre la expresion del TLR4, MyD88 y NLRP3 en el ventriculo
izquierdo de los animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 58 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la expresién proteica de TLR4, MyD88 y NLRP3
en el ventriculo izquierdo de los animales de los diferentes grupos experimentales. En
la Figura 58 se representan: expresion proteica de TLR4, expresién proteica de MyD88
y expresion proteica de NLRP3 (Figura 58 a, b, c) obtenidas en el ventriculo izquierdo
de los animales en el modelo de SM por dieta. En dicha figura se muestran como
referencia los parametros correspondientes de los animales del grupo Control, es decir,
animales alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa.

En el ventriculo izquierdo procedente de los animales del grupo experimental al
que se le administr6 TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos
semanas de alimentacion con dieta hipercaldrica e hipergrasa, no se observaron
cambios en la expresion de TLR4 y MyD88, en comparacion con dicha expresion en
este tejido en los animales con SM que no recibieron dicho tratamiento (TLR4:
SM+TLR4-PA1: 110,1748,63 U.A (n=4) p>0,05 vs. SM: 108,10+6,33 U.A (n=5); MyD88:
101,15+1,92 U.A (n=5) p>0,05 vs. SM: 92,8418,72 U.A (n=5)). Sin embargo, tras la
administracion de TLR4-PA1, la expresion de NLRP3 en el tejido cardiaco de los
animales disminuyo ligeramente en relacién con dicha expresiéon en los animales con
SM que no habian sido tratados con dicho farmaco (SM+TLR4-PA1: 102,504£9,35 U.A
(n=6) p>0,05 vs. SM: 120,67+16,30 U.A (n=6)). Hay que sefalar que, aunque esta
disminucion en la expresion de NLRP3 a nivel cardiaco tras el tratamiento con TLR4-
PA1 no resulto significativa, fue suficiente para corregir el aumento de la expresion de
NLRP3 observada en animales con SM, obteniéndose en los animales tratados con el
farmaco TLR4-PA1 valores de dicha expresion similares a los presentados en los
animales del grupo Control alimentados con dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM+TLR4-
PA1: 102,50+9,35 U.A (n=6) p>0,05 vs. Control: 100,00+£8,96 U.A (n=6)).
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Figura 58: (a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en el ventriculo izquierdo procedente de procedentes de animales alimentados durante
20 semanas con dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de
dicho tratamiento dietético, un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM + TLR4-PA1). El
grupo Control corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta
normocaldrica y normograsa y esta representado como referencia. Los datos estan representados
como Media t E.E.M (n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de
un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos. (* p<0,05 vs. Salino).
U.A: Unidades arbitrarias.
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4.442. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kq,
sobre la expresion del TLR4, MyD88 y NLRP3 en la aorta de los
animales con Sindrome Metabodlico (SM) por dieta

En la Figura 59 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la expresion proteica de TLR4, MyD88 y NLRP3
en la aorta de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura 2 se
representan: expresion proteica de TLR4, expresion proteica de MyD88 y expresion
proteica de NLRP3 (Figura 59 a, b, c) obtenidas en la aorta de los animales en el modelo
de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia los parametros
correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales alimentados
durante 20 semanas con dieta normocalérica y normograsa.

En la aorta procedente de los animales del grupo experimental al que se le
administré TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de
alimentacion con dieta hipercaldrica e hipergrasa, se observé un leve aumento de la
expresion de TLR4 en relacion a la expresion de esta proteina en la aorta procedente
de animales con SM que no recibieron dicho tratamiento (SM+TLR4-PA1: 73,38+9,41
U.A (n=4) p>0,05 vs. SM: 65,67+10,32 U.A (n=5)). En cambio, la administracién de
TLR4-PA1 produjo una clara disminucion en la expresion de MyD88 y un ligero
descenso en la de NLRP3 en la aorta de los animales, en comparacién con las
correspondientes expresiones de estas proteinas en los tejidos procedentes de los
animales con SM que no habian recibido dicho tratamiento (MyD88: SM+TLR4-PA1:
51,89+17,71 U.A (n=4) p>0,05 vs. SM: 278,37£109,12 (n=4); NLRP3: SM+TLR4-PA1:
145,07+19,54 p>0,05 U.A (n=5) vs. SM: 167,84+38,31 (n=4)). Hay que destacar, que la
administracion de TLR4-PA1 fue capaz de corregir parcialmente los cambios en la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 observados en animales con SM, obteniéndose
en los animales tratados con el farmaco TLR4-PA1 valores de expresion de estas
proteinas similares a los presentados en los animales del grupo Control (TLR4:
SM+TLR4-PA1: 73,3819,41 U.A (n=4) p>0,05 vs. Control: 100,00+2,06 U.A (n=6);
MyD88: SM+TLR4-PA1:51,89+17,71 U.A (n=4) p>0,05 vs. Control: 100,00+£10,83 (n=5);
NLRP3: SM+TLR4-PA1: 73,38+9,41 U.A (n=4) p>0,05 vs. Control: 100,00+10,96 U.A
(n=6)).
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Figura 59: a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en la aorta procedente de procedentes de animales alimentados durante 20 semanas con
dieta hipercalodrica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho tratamiento
dietético, un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM + TLR4-PA1). El grupo Control
corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta normocalérica
y normograsa y esta representado como referencia. Los datos estan representados como Media *
E.E.M (n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-
hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos. (* p<0,05 vs. Salino). U.A:
Unidades arbitrarias.
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4.443. Efecto de la administracion de TLR4-PA1, 10 mg/Kq,
sobre la expresion del TLR4, MyD88 y NLRP3 en el tejido renal de
los animales con Sindrome Metabolico (SM) por dieta

En la Figura 60 se presentan los resultados del efecto de la administracion de
TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, en la expresion proteica de TLR4, MyD88 y NLRP3
en el tejido renal de los animales de los diferentes grupos experimentales. En la Figura
2 se representan: expresion proteica de TLR4, expresién proteica de MyD88 y expresion
proteica de NLRP3 (Figura 60 a, b, c) obtenidas en el rifidn de los animales en el modelo
de SM por dieta. En dicha figura se muestran como referencia los parametros
correspondientes de los animales del grupo Control, es decir, animales alimentados
durante 20 semanas con dieta normocaldrica y normograsa.

En el tejido renal procedente de los animales del grupo experimental al que se le
administro TLR4-PA1, a la dosis de 10 mg/Kg, durante las ultimas dos semanas de
alimentacion con dieta hipercalérica e hipergrasa, no se observaron cambios en la
expresion de TLR4 en comparacion con la expresion de dicha proteina en el tejido renal
procedente de animales con SM que no recibieron dicho tratamiento (SM+TLR4-PA1:
85,97+11,21 U.A (n=5) p>0,05 vs. SM: 96,48+22,39 U.A (n=6)). Sin embargo, la
administracién de TLR4-PA1 produjo un aumento de la expresion de MyD88 y NLRP3
que fue significativamente superior a la expresion de estas mismas proteinas en el tejido
renal de los animales con SM que no recibieron dicho tratamiento (MyD88; SM+TLR4-
PA1: 473,01£69,49 U.A (n=6) p<0,05 vs. SM: 223,66+31,14 U.A (n=5); NLRP3:
SM+TLR4-PA1: 245,68+26,35 U.A (n=6) p<0,01 vs SM: 113,131£9,54 (n=5). Mas aun,
este aumento en la expresion de MyD88 y NLRP3 a nivel renal causada por el
tratamiento con TLR4-PA1 fue incluso significativamente mayor que estos mismos
parametros en las preparaciones procedentes de animales Control (MyD88:
473,01£69,49 U.A (n=6) p<0,001 vs. Control: 100,00£2,42 U.A. (n=4); NLRP3:
SM+TLR4-PA1: 245,68+26,35 U.A (n=6) p<0,001 vs. Control: 100,00+1,89 U.A. (n=5)).
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Figura 60: a) Expresion proteica de TLR4, (b) Expresion proteica de MyD88, (c) Expresion proteica
de NLRP3 en tejido renal procedente de procedentes de animales alimentados durante 20 semanas
con dieta hipercaldrica e hipergrasa (SM) o que recibieron las ultimas 2 semanas de dicho
tratamiento dietético, un tratamiento diario de TLR4-PA1, dosis 10 mg/Kg (SM + TLR4-PA1). El grupo
Control corresponde a animales que habian sido alimentados durante 20 semanas con dieta
normocaldrica y normograsa y esta representado como referencia. Los datos estan representados
como Media * E.E.M (n=4-6). Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de
un test post-hoc Tukey para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos. (* p<0,05 vs. Salino).
U.A: Unidades arbitrarias.

Antes de concluir este subapartado, hay que sefialar que por diferentes problemas
técnicos no ha sido posible concluir la determinacion en la expresion de TLR4, MyD88
y NLRP3 en arteria mesentérica de los animales del modelo de SM por dieta, por lo que
estos resultados no han podio incluirse en esta Tesis Doctoral
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Discusion

En esta Tesis Doctoral, se han estudiado las alteraciones cardiovasculares producidas
en dos modelos experimentales: modelo de administracion cronica de cisplatino y
modelo de SM por dieta, analizando si en dichas alteraciones estaban implicados
cambios en la expresion de proteinas del eje TLR4/MyD88/NLRP3. Ademas, se evalud
el bloqueo de la via del receptor TLR4, con el antagonista TLR4-PA1, era capaz de
mejorar las alteraciones cardiovasculares en dichos modelos.

Los resultados obtenidos en el modelo de administracion cronica de cisplatino
demuestran que el tratamiento con este antitumoral ocasiona alteraciones
cardiovasculares, dosis-dependientes, que afectan de manera diferente a los distintos
territorios cardiovasculares. La toxicidad vascular y renal se inicia a dosis mas bajas que
las alteraciones cardiacas o sistémicas, y afecta en mayor medida a los vasos de
conductancia que a los de resistencia. Cuando el antitumoral se administra a dosis
elevadas, la toxicidad vascular se agrava, se produce una disfuncién ventricular
izquierda y se ocasionan cambios en la presién arterial. Por otra parte, el tratamiento
cronico con este antitumoral provoca una situacion de estrés oxidativo generalizado, asi
como un aumento en los niveles plasmaticos de algunas citoquinas proinflamatorias
compatible con un estado de inflamacién de bajo grado. Por ultimo, los resultados
obtenidos sefalan que el tratamiento crénico con cisplatino provoca cambios en la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 a nivel cardiovascular y renal. El eje
TLR4/MyD88/NLRP3 parece jugar un papel mas importante en el desarrollo de la
toxicidad renal que, en la toxicidad cardiovascular, siendo la expresién de NLRP3 la mas
afectada en todos los tejidos analizados. Estos cambios se correlacionan con las
alteraciones funcionales cardiovasculares y renales desencadenadas por el tratamiento
cronico con cisplatino. El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1,
mejora las alteraciones cardiovasculares provocadas por el tratamiento con cisplatino,
no modificando el estado generalizado de estrés oxidativo. La modificaciéon en la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 no parece estar relacionada con su efecto
vascular, pero la disminucion en la expresion de NLRP3 a nivel cardiaco y la de TLR4 y
NLRP3 a nivel renal si podrian relacionarse con la mejora en la funcién de estos tejidos.

En el modelo de SM por dieta, los animales han desarrollado los principales factores
que caracterizan esta patologia metabdlica: obesidad central, dislipemias y alteraciones
en el metabolismo de la glucosa. Sin embargo, los animales con SM por dieta no han
desarrollado hipertensién, sino todo lo contrario, una hipotensién que podria ser debida
a la neuropatia autonémica cardiovascular que se desarrolla en las etapas iniciales de
esta patologia. Ademas, los resultados de este modelo experimental indican también
que las alteraciones a nivel vascular son previas a las alteraciones cardiacas, siendo los
vasos de resistencia los que se afectan en primer lugar, desarrollando una disfuncién
endotelial. El dafio renal en este modelo también se desarrolla desde etapas tempranas
y antes que las alteraciones cardiovasculares sean generalizadas. Por otra parte, este
modelo también ha reproducido el estado de estrés oxidativo generalizado en los
animales, asi como un aumento en los niveles plasmaticos de citoquinas
proinflamatorias compatible con un estado de inflamacién de bajo grado. Por ultimo, los
resultados obtenidos sefialan que en las etapas iniciales de dafo cardiovascular y renal
en el modelo de SM por dieta no hay grandes alteraciones en la expresion de TLR4,
MyD88 y NLRP3, siendo los vasos de conductancia los primeros tejidos en los que se
aprecian estas modificaciones. El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4,
TLR4-PA1, es capaz de mejorar las alteraciones metabdlicas, cardiovasculares y
renales provocadas por el SM inducido por dieta, disminuyendo también el estado
generalizado de estrés oxidativo en los animales. Este antagonista, no parece tener
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efectos importantes sobre la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en el tejido
cardiovascular, pero si ocasiona cambios en la expresion de MyD88 y NLRP3 a nivel
renal que requieren un estudio mas profundo para identificar su implicacion en las
complicaciones renales en este modelo experimental.
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5.1. Alteraciones cardiovasculares inducidas por Ia
administracion cronica de Cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg) y
CPT 3 (mg/Kg). Implicacién del eje TLR4/MyD88/NLRP3.

El cisplatino es un potente agente quimioterapéutico con una gran eficacia clinica
en tumores de pulmén, ovario, pecho, cerebral, sarcomas, canceres de tejido blando,
hueso, musculos, y tejidos sanguineos (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014). Sin
embargo, su actividad antitumoral se ha asociado con diferentes efectos adversos de
mayor o menor gravedad como la nefrotoxicidad, cardiotoxicidad, hepatotoxicidad,
toxicidad gastrointestinal, mielo supresion, ototoxicidad y neurotoxicidad (Rosic et al.,
2018).

Los datos clinicos muestran que algunos supervivientes de cancer tratados con
Cisplatino tienen un riesgo alto de sufrir enfermedades cardiovasculares (Abramavicius
et al., 2017; Centola et al., 2016; Herrmann, 2020; Ishioka et al., 2008; Karabay et al.,
2014; Madeddu et al., 2016; Vaughn et al., 2008), siendo la toxicidad cardiovascular
inducida por Cisplatino una preocupacion cada vez mayor. Ademas, se sabe que la
nefrotoxicidad es el principal efecto secundario de la administracién de Cisplatino,
apareciendo en porcentajes que oscilan entre el 20% y el 35% en los pacientes tratados
y conduce a la muerte por fallo renal agudo (Pierson-Marchandise et al., 2017). Ademas,
algunos estudios han demostrado que la toxicidad renal y cardiovascular ocasionada
por el tratamiento con Cisplatino comparten mecanismos celulares y moleculares
(Dugbartey et al., 2016; Varga et al., 2015), con lo que podrian influirse mutuamente en
su desarrollo.

Aunque existen algunos datos experimentales que analizan la toxicidad renal y/o
cardiovascular del Cisplatino tras administraciones agudas (Chowdhury et al., 2016;
Holditch et al., 2019; Ozkok & Edelstein, 2014; Stojic et al., 2018), no hay estudios en
animales que evaluen especificamente esta toxicidad tras su tratamiento cronico,
principalmente en ciclos (forma habitual de administracién en la terapia clinica) y que
estudien los mecanismos implicados en estas alteraciones. El modelo experimental
utilizado en esta Tesis Doctoral imita los ciclos de tratamiento quimioterapico,
describiendo alteraciones cardiacas y vasculares con esta pauta de administracion.
Otros autores ya han demostrado que este mismo modelo experimental es valido para
analizar las alteraciones en el comportamiento alimentario, actividad locomotora
espontanea, neuropatia periférica sensorial y alteraciones gastrointestinales causadas
por el tratamiento crénico con Cisplatino (Lépez-Tofifio et al., 2021; Paniagua et al.,
2019; Vera et al., 2006b). De hecho, en el modelo experimental desarrollado en esta
Tesis Doctoral se ha analizado como control interno del mismo, el peso y el
comportamiento alimentario de los animales. Asi, ganancia de peso de los animales
tratados con Cisplatino 2 mg/Kg y Cisplatino 3 mg/Kg durante 5 semanas fue de 0,56%
y -8,47% respectivamente, resultando en valores similares a los descritos por otros
autores (P. Cabezos et al., 2010). Mas aun, la anorexia desarrollada en estos animales,
medida como disminucién en la ingesta soélida, fue de alrededor de 13 g/dia por animal
al finalizar los tratamientos con el antitumoral y también resulté similar a la descrita por
dichos autores. La disminucion de peso corporal y de ingesta sélida observadas en los
animales del modelo de Cisplatino podrian ser consecuencia del retraso en el
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vaciamiento gastrico y la existencia de nausea que ocasiona este antitumoral y que ya
ha sido demostrada (P. Cabezos et al., 2010; P. A. Cabezos et al., 2008; Paniagua et
al., 2019; Vera et al., 2011).

Estudios recientes han puesto de manifiesto la relacién entre el estrés oxidativo,
la inflamacion estéril y las alteraciones cardiovasculares ocasionadas por la
administracion de antitumorales (Rosic et al., 2015, 2018). De hecho, la administracion
de Cisplatino aumenta los niveles plasmaticos de radicales libres, agotando
rapidamente los sistemas antioxidantes del organismo y ocasionando dafos en
componentes celulares, como las proteinas, ADN y los compuestos lipidicos presentes
en la membrana celular, entre otros. Este ultimo dafio ocasiona peroxidacion lipidica. El
Malondialdehido (MDA) es un compuesto generado tras la peroxidacion de los lipidos
que componen las membranas celulares, siendo, por ello, un compuesto reconocido
para la evaluacion del estrés oxidativo (Lykkesfeldt, 2007). Asimismo, se ha observado
que hay una relacion directa entre el aumento de especies reactivas de oxigeno
producido por la administracion de Cisplatino, y el aumento de citoquinas
proinflamatorias (Chowdhury et al.,, 2016). Este estado inflamatorio puede estar
implicado en los efectos adversos de los antitumorales (El-Awady et al., 2011), y en
particular del Cisplatino (Dugbartey et al., 2016; PerSe & Veceri¢-Haler, 2018).

En esta Tesis doctoral se han analizado los niveles plasmaticos de MDA vy
citoquinas proinflamatorias tras el tratamiento crénico con ciclos de Cisplatino.

Los resultados muestran un aumento significativo y dosis-dependiente de los
niveles plasmaticos de MDA de los animales tras el tratamiento con el antitumoral lo que
indica un estado de estrés oxidativo generalizado y que esta de acuerdo con lo descrito
también por otros autores (El-Hawwary & Omar, 2019; Kursunluoglu et al., 2018; Rosic
et al., 2018; Stojic et al., 2018). Ademas, esta demostrado que el Cisplatino ocasiona
disfuncion mitocondrial por acumulacion de especies reactivas de oxigeno y por dafio
del ADN mitocondrial en tejido renal (Miller et al., 2010).

En esta Tesis Doctoral se han analizado los niveles plasmaticos de 23 citoquinas
proinflamatorias. Los resultados obtenidos no muestran patrones claros de alteracién en
estos mediadores proinflamatorios tras el tratamiento con Cisplatino. Asi, no se observé
el aumento esperable en los niveles plasmaticos de las citoquinas proinflamatorias TNF-
a, IL-1B o IL-6 después del tratamiento con Cisplatino independientemente de la dosis
utilizada. De hecho, estos resultados no concuerdan con los obtenidos en otros estudios
que si describen un aumento de estas citoquinas a nivel renal y cardiaco después de la
administracion de Cisplatino (Akhter et al., 2022; Aladaileh et al., 2021; Deng et al., 2020;
Wei et al., 2022). Esta diferencia se puede deber a que la inflamaciéon causada por la
administracion de Cisplatino se inicie a nivel tisular antes que se traslade a nivel
sistémico. Por otra parte, también es posible que en nuestro modelo experimental la
fase aguda de la inflamacion, que implica una mayor participacion de estas citoquinas
ya haya finalizado, mientras que el desarrollo de la inflamacion crénica esta en proceso,
por lo que los niveles de TNF-a, IL-18 o IL-6 no son ya tan elevados (Thomas & Grisanti,
2020). Este ultimo aspecto mencionado concordaria con la tendencia al aumento en los
niveles plasmaticos de MCP-1 y RANTES observados en estos animales. Por ofra
parte, hay que destacar que, al analizar los niveles de estas citoquinas, si se observd
un aumento significativo y dosis-dependiente de los niveles plasmaticos de IL-18 tras el
tratamiento croénico con Cisplatino. Este aumento, ha sido también descrito por otros
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autores, que han propuesto a la IL-18 como un mediador critico en el dafio cardiaco y
renal agudo ocasionado por Cisplatino en modelos animales (Jing et al., 2019; H. Meng
et al., 2017; Nozaki et al., 2012; J. Shen et al., 2020; J. Xu et al., 2021), e incluso en
pacientes (Zubowska et al., 2013). De acuerdo con lo mencionado anteriormente, en
esta Tesis Doctoral se demuestra que el tratamiento con ciclos de Cisplatino provoca
una inflamacién sistémica de bajo grado, con un aumento de la IL-18 en el plasma
sanguineo, pudiendo sugerirse que esta citoquina es un marcador temprano de
inflamacion sistémica tras el tratamiento con Cisplatino.

Como se ha mencionado a lo largo de esta Tesis Doctoral, uno de sus objetivos
era la identificacion de las posibles alteraciones cardiovasculares tras un tratamiento
crénico en ciclos con Cisplatino. Los resultados obtenidos muestran que, a la dosis mas
alta del farmaco antitumoral utilizada, 3 mg/Kg, se produce una disminucion significativa
de la PAD y una clara bradicardia. La PAS no se modificé tras ninguna de las dosis de
antitumoral evaluadas, y la FC no se alter6 a la dosis de 2 mg/Kg de Cisplatino. Se sabe
que el tratamiento crénico con Cisplatino a dosis similares (1-3 mg/Kg) a las evaluadas
en esta Tesis Doctoral causa neuropatia sensorial periférica y neuropatia autonémica
entérica (Vera et al.,, 2011, 2013). Nuestros resultados muestran que el tratamiento
crénico con Cisplatino también podria provocar una neuropatia autondémica
cardiovascular que justificaria la disminucién de la PAD y bradicardia, sefalando que
esta neuropatia autonémica cardiovascular se produce a dosis mas altas que las
neuropatias sensoriales o entéricas que se han mostrado a dosis de tratamiento de
Cisplatino de 1y 2 mg/Kg (Vera et al., 2011, 2013). Diferentes autores describen que el
Cisplatino induce también bradicardia severa en humanos (Bin Naeem et al., 2021;
Kounis et al., 2016; Kucharz et al., 2016; Schlumbrecht & Hehr, 2015), y otros autores
describen, tras una unica inyeccion de Cisplatino (7 mg/Kg) en ratas, alteraciones
cardiacas que incluyen una disminucién de la presion arterial asi como una disminucion
de la FC, debido a la cardiotoxicidad que el Cisplatino produce en el nodo sinoauricular,
lo que conduce a bradicardia (EI-Sawalhi & Ahmed, 2014). En relacion a la no existencia
de cambios en los niveles de PAS, nuestros resultados son similares a los descritos por
otros autores con una pauta de administracion ligeramente superior a la establecida en
esta Tesis Doctoral, 2 mg/Kg semanales durante 10 semanas (Abdelkader et al., 2017).

En los pacientes oncolégicos tratados con quimioterapia, la morbimortalidad
cardiaca es mayor que en la poblacion general, sobre todo y de forma preocupante en
los pacientes menores de 45 anos (van den Belt-Dusebout et al., 2006). La toxicidad
cardiaca mas evaluada es la producida por las antraciclinas (Berdichevski et al., 2010;
Shaker & Sourour, 2010; Soga et al., 2006). Sin embargo, esta cardiotoxicidad no es
exclusiva de este grupo de farmacos antineoplasicos, sino que puede ocurrir con otros
grupos de agentes antitumorales, incluido el Cisplatino (Finsterer & Ohnsorge, 2013;
Madeddu et al., 2016; Pai & Nahata, 2000).Se sabe que el tratamiento con una dosis
unica de Cisplatino causa disfuncién ventricular izquierda y depresion de la
contractilidad de los cardiomiocitos en rata, debido a alteraciones en la funciodn
mitocondrial, el aumento de estrés oxidativo y de la apoptosis (EI-Sawalhi & Ahmed,
2014; H. Ma et al., 2010). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral confirman
que el tratamiento crénico con ciclos de Cisplatino produce una disminucion significativa
de la contractilidad cardiaca, asociada a una disminucién de la funcion dilatadora del
ventriculo izquierdo. Otros autores, utilizando dosis similares o incluso inferiores, en
pauta de administracion aguda o cronica de Cisplatino, obtuvieron resultados similares
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de funcién cardiaca a los obtenidos en esta Tesis doctoral (Ciftci et al., 2011; Coskun et
al., 2014; El-Awady et al., 2011; El-Sawalhi & Ahmed, 2014; Hussein, 2012; H. Ma et al.,
2010), describiendo ademas que este antitumoral produce una disminucién de flujo
coronario, un aumento de presién sistolica ventricular izquierda y de la contractilidad
ventricular izquierda (Rosic et al., 2016) y apoptosis de los cardiomiocitos (Xing et al.,
2022). Por otra parte, al analizar los indices de masa del corazén y ventriculo izquierdo
de los animales tras los tratamientos con Cisplatino, Unicamente se observé un aumento
de ambos indices tras el tratamiento con la dosis mas alta del antitumoral, 3 mg/Kg. El
aumento significativo en el IMc y el IMVI tras el tratamiento con 3 mg/kg de Cisplatino
estaria en consonancia con la disfuncion ventricular izquierda observada en estos
animales, y se correlacionaria con la existencia de una hipertrofia ventricular izquierda
(Topal et al., 2018). Mas aun, este dafio cardiaco también podria estar relacionado con
las alteraciones estructurales a nivel del tejido cardiaco que produce la administracion
cronica de Cisplatino 2 y 3 mg/Kg .Otros autores también han descrito la citotoxicidad
de la administracion aguda (10 mg/kg) o crénica (4 mg/kg una vez a la semana durante
4 semanas) de Cisplatino que produjo alteraciones estructurales en el tejido cardiaco en
las que se observd una desorganizacion en la estructura del miocardio y fibrosis (Y.
Jiang et al., 2014; Saleh et al., 2015).

En cuanto a la funcionalidad de los vasos sanguineos, los resultados obtenidos
en esta Tesis Doctoral mostraron que el tratamiento crénico con Cisplatino no ocasiona
cambios en la funcién contractil en aorta, pero provoca una clara disfuncion endotelial
en esta arteria. Resultados de otros autores, han descrito, en ratas, que el Cisplatino
(200 puM) disminuye la funcién contractil en la aorta toracica y que este efecto es
causado por un dafo severo del antitumoral en las paredes de los vasos sanguineos (Y.
Jiang et al., 2014; Soultati et al., 2012). Nuestros resultados no concuerdan con los
descritos por estos autores, pero es posible que las concentraciones plasmaticas de
Cisplatino alcanzadas en nuestro modelo experimental no fueran tan elevadas y no
lleguemos a ver este efecto citotéxico. En relacion con la disfuncion endotelial observada
en la aorta, es importante sefalar que la magnitud de esta disfuncién endotelial no
depende de la dosis, ya que las dosis de 2 y 3 mg/Kg del antitumoral indujeron una
disminucién similar de la funcién endotelial. En pacientes oncolégicos tratados con
Cisplatino, se ha descrito la presencia de disfuncién endotelial en grandes arterias a
partir de las 24 horas de la administracion del antitumoral (Cameron et al., 2020),
manteniéndose dicha disfuncion mientras dura el tratamiento con Cisplatino (Cameron
et al., 2016; Pretnar-Oblak et al., 2007; Serrano-Castro et al., 2000). Por otra parte, hay
que mencionar que la vasodilatacion independiente del endotelio aumento tras la dosis
maxima de Cisplatino analizada, 3 mg/Kg. Es posible que este aumento se produzca
como mecanismo compensador a la disfuncion endotelial causa por el antitumoral o que
el estrés oxidativo y el estado proinflamatorio que se ha observado con la dosis maxima
de Cisplatino sea el responsable. En esta Tesis Doctoral no se han analizado los niveles
de iINOS u otras moléculas cuyo aumento de expresion pudieran corroborar este hecho
(Cameron et al., 2020; Soultati et al., 2012).

El territorio vascular de resistencia se vio afectado de forma diferente al de la
aorta por el tratamiento crénico con Cisplatino. Asi, en el lecho vascular mesentérico, el
tratamiento con Cisplatino causoé una reduccién significativa de la funcién contractil, pero
no provocé ninguna modificacion de la funcién vasodilatadora a ninguna de las dos dosis
evaluadas. Respecto a la hiporreactividad contractil en el lecho mesentérico podria ser
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compatible con la existencia de una neuropatia autonémica a este nivel. De hecho,
Authier y colaboradores sefnalaron que las velocidades de conduccion nerviosa
periférica estaban disminuidas en las ratas tratadas con Cisplatino 3 mg/Kg (Authier et
al., 2003). Ademas, en pacientes tratados con Cisplatino se produjo una disminucion
similar de la velocidad de conduccién nerviosa tras dosis acumulativas de 200-400
mg/m2 (Boogerd et al., 1990). Es posible que las dosis acumuladas en nuestro modelo
experimental (10-15 mg) no sean lo suficientemente elevadas como para producir esta
respuesta alfa-vasoconstrictora alterada en los grandes vasos, mientras que los
territorios de resistencia pueden ser mas sensibles a su toxicidad neuronal. En la
literatura no hay datos experimentales sobre la toxicidad del Cisplatino en los vasos de
resistencia, con los que podamos comparar el resultado obtenido en esta Tesis Doctoral.
Son necesarias, por tanto, mas investigaciones para establecer completamente las
diferencias encontradas entre los territorios vasculares de resistencia y los de
conductancia tras los tratamientos con Cisplatino. Respecto a la ausencia de cambios
en la funcion vasodilatadora de los vasos de resistencia tras el tratamiento con el
antitumoral, podria justificarse por el hecho de que es posible que la disfuncion
endotelial vascular en los vasos grandes se produzca antes de la neuropatia autonémica
vascular en los tratamientos con Cisplatino. Ademas, el endotelio de los grandes vasos
puede ser mas sensible al estrés oxidativo y el estado inflamatorio generalizado
observado tras el tratamiento crénico con Cisplatino, y, por tanto, la disfunciéon puede
producirse incluso a dosis bajas y antes que en el territorio de resistencia. Este patron
de acontecimientos no es sorprendente. De hecho, otros autores han demostrado en
otras neuropatias periféricas autondmicas, como la neuropatia diabética, que la
alteracion de la relajacién vascular mediada por acetilcolina se produce antes de
alteraciones en el flujo sanguineo nervioso y antes que los déficits de conduccion
(Oltman et al., 2005).

Como se ha comentado anteriormente, la nefrotoxicidad es uno de los efectos
adversos mas frecuentes en la terapia con Cisplatino. Ademas, la toxicidad renal y
cardiovascular causada por este antitumoral pueden compartir mecanismos. También
es sabido que la funcion renal es fundamental para el mantenimiento de la funcién
cardiovascular. Por eso en esta Tesis Doctoral, también se ha analizado la posible
alteracion renal tras el tratamiento crénico con Cisplatino. Los resultados obtenidos,
como era previsible, muestran que el tratamiento con Cisplatino aumenta de manera
dosis dependiente los niveles plasmaticos de creatinina, indicando dano renal. Ademas,
datos previos en nuestro laboratorio también han mostrado la aparicion de una
hipertrofia renal tras los tratamientos cronicos de Cisplatino (Gonzalez et al., 2023,
aceptado y en prensa). Estos resultados concuerdan con los descritos por otros autores
tanto tras dosis Unicas (Aljuhani et al., 2020; Barakat et al., 2020; Deng et al., 2020; Y.
Guo et al., 2018; Khedr et al., 2022; H. Liang et al., 2017; Wei et al., 2022), como ciclos
(Al Za’abi et al., 2021) de tratamientos de Cisplatino.

Como ya se ha indicado, en esta Tesis Doctoral, se plante6 también como
objetivo conocer si alteraciones en el eje TLR4/MyD88/NLRP3 estaban implicadas en
las complicaciones cardiovasculares desarrolladas en un modelo de administracion
crénica de Cisplatino. Para ello, se analizaron, como primera aproximacion, los niveles
en la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en los tejidos, cardiaco, vascular y renal tras
el tratamiento con el antitumoral.
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Se ha descrito que la activacion del receptor TLR4 puede originar una reaccion
inflamatoria en cualquier tipo de célula, jugando un papel central en el desarrollo del
dafio cardiovascular y renal (Jha et al., 2021; Vaez et al., 2023; Vallés et al., 2023). En
esta Tesis doctoral, el tratamiento con Cisplatino no aumenté la expresién de este
receptor en el tejido cardiaco ni en la aorta. Sin embargo, su expresion si aumento
aumenté en la arteria mesentérica y el rindn. Mas aun, en el tejido renal, la
administracién crénica de Cisplatino indujo un aumento dosis-dependiente de la
expresion de TLR4 y de MyD88. Estos datos sugieren, el dano en el tejido renal y la
hiporreactividad vascular en mesentérica observadas tras el tratamiento con Cisplatino,
podria estar relacionado con la inflamacién a este nivel causada por la activacién de la
via del TLR4. Sin embargo, esta via no parece estar mediando el dafio endotelial en
otros vasos de mayor calibre como la aorta. Estos resultados estan en consonancia con
los descritos por otros autores en modelos de nefropatia aguda inducida por Cisplatino
(Deng et al., 2020; Y. Guo et al., 2018; Vasaikar et al., 2018), siendo en esta Tesis
Doctoral, la primera vez que se describe la implicacion de la ruta TLR4/MyD88 en la
toxicidad renal inducida por Cisplatino tras una administracién crénica. Asimismo, no
hay ningun estudio que haya analizado el papel de la via TLR4/MyD88 en el dafo
vascular causado por la administracion cronica de Cisplatino, siendo este trabajo
también el primer estudio que describe esta ruta como posible responsable en la
toxicidad vascular en territorios de resistencia. Se sabe también que el receptor TLR4
estd asociado con la neurotoxicidad inducida por la quimioterapia tanto en humanos
como en modelos animales (Oo et al., 2022), y se ha implicado la activacion de este
receptor en el desarrollo de neuropatia autondmica entérica (L. Ye et al., 2020). Es
posible que este aumento de expresion de TLR4 a nivel mesentérico esté relacionado
con la neuropatia autondmica que mencionamos podria justificar los resultados de
funcién observados a este niel tras el tratamiento con Cisplatino.

La activacion del NLRP3 no relacionada con un proceso infeccioso, ha sido
involucrada en multiples enfermedades que tienen un componente inflamatorio
asociado, incluyendo las patologias cardiovasculares y el dafo renal (Esser et al., 2015;
Pinar et al., 2020a; Zhong et al., 2018). Estudios recientes han demostrado que un
aumento de la expresion de NLRP3 esta implicado en el dafo renal después de
tratamientos agudos y cronicos con Cisplatino (Akhter et al., 123 C.E.; R. Gao et al.,
2019; S. Jiang et al., 2021; L. Li et al., 2019; Q. Zhang et al., 2022). Los datos obtenidos
en esta Tesis Doctoral estan en linea con los descritos por otros autores en el tejido
renal, mostrando también que el aumento en la expresion de NLRP3 a nivel renal es
dosis-dependiente. En relacion con la expresion de NLRP3 a nivel del tejido cardiaco y
vascular, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que después del
tratamiento crénico con Cisplatino, hay un aumento de la expresion de NLRP3 a nivel
cardiaco. Resultados similares ha sido descritos por otros autores en ratones tras el
tratamiento dosis de 6 mg/Kg de Cisplatino (dosis acumulativa 18mg) (J. Xu et al., 2021).
Asimismo, esta Tesis Doctoral es también la primera en demostrar que el aumento de
la expresion de NLRP3 a nivel cardiaco es dosis-dependiente. Estas modificaciones
observadas en la expresion de NLRP3 en tejido cardiaco correlacionan con las
alteraciones funcionales cardiacas observadas y con el aumento significativo los niveles
plasmaticos de IL-18 en los animales tras el tratamiento con el antitumoral. De hecho,
hay estudios experimentales con este y otros antitumorales que han establecido esta
correlacion (Cheng et al., 2022; S. Hu et al., 2023; Yiyang Wang et al., 2023; J. Xu et
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al., 2021). Nuestros resultados corroborarian este mecanismo. Por otra parte, a nivel
vascular, nuestros resultados describen una disminucién de la expresion de NLRP3 que
fue significativa a la dosis mas alta de Cisplatino administrada, 3 mg/kg en aorta,
mientras que en tejido mesentérico no se encontraron cambios en la expresion de
NLRP3 tras el tratamiento con Cisplatino. No se han encontrado datos en la literatura
que permitan comparar los resultados obtenidos a nivel vascular en esta Tesis Doctoral
con otros estudios, pero estos datos parecen no estar de acuerdo con los descritos en
otras situaciones de disfuncidon endotelial, donde a nivel vascular se observa un aumento
en la expresion de NLRP3 (Y. Liang et al., 2019; Takahashi, 2022; Yin et al., 2017), ni
se correlacionarian con el incremento de IL-18 en los animales de nuestro modelo
experimental. Asi, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral parecen indicar que
el dafo vascular causado por la administracion crénica de Cisplatino no esta mediado
por la via NLRP3, pero mas estudios serian necesario para confirmar este aspecto.

Por ultimo, es conocido que una de las primeras etapas que promueve el cebado
y la activacion del NLRP3 a nivel celular es la activacion de TLR4 (Boza et al., 2016;
Pinar et al., 2020b; Takahashi, 2022). Los resultados de esta Tesis Doctoral coinciden
parcialmente con esta premisa, dado que solo se ha demostrado la activacion del eje
TLR4/MyD88/NLRP3 en el tejido renal. En el tejido cardiaco y vascular no hay un
aumento de la expresiéon de TLR4 /MyD88 paralela con cambios en la expresion de
NLRP3 en los tejidos. Es importante sefalar que esto es posible, dado que la activacion
del inflamasoma y sus componentes se puede producir a través de multiples
mecanismos y vias de sefalizacion y estos mecanismos pueden ser diferentes en
distintos tejidos (Pinar et al., 2020a).
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5.2. Efecto de la administracion de TLR4-PA1 en las
alteraciones cardiovasculares inducidas por la administracion
crénica de Cisplatino 2 mg/Kg (CPT 2 mg/Kg) y CPT 3 (mg/Kg).

La respuesta inflamatoria causada por el receptor TLR4 a través de la cadena
de senalizacion MyD88 se ha asociado con la aparicién y desarrollo de muchas
enfermedades en las que la inflamacion tiene un papel central (Di et al., 2016; Dugbartey
et al., 2016; Vazquez-Carballo et al., 2021; Yu Wang et al., 2016a; Yu & Feng, 2018b).
Por ello, en los ultimos afios se estan realizando multiples esfuerzos para desarrollar
antagonistas de los receptores, TLR, y concretamente de los receptores TLR4 y sus
cadenas de senalizacion (S. Sharma et al., 2016b). Sin embrago, solo unos pocos de
estos antagonistas estan disponibles para su posible uso en clinica, ya que la mayoria
de los antagonistas o inhibidores no se han evaluado en estudios clinicos o bien no han
pasado esta evaluacién (W. Gao et al., 2017b; Miguel M Garcia et al., 2020). Por ello,
es de interés continuar con la busqueda de posibles farmacos que modulen esta diana
farmacologia y constituyan la base para el desarrollo de nuevos tratamientos
prometedores, reduciendo la polifarmacia y repercutiendo probablemente en el uso de
medicamentos en numerosas patologias.

En esta Tesis Doctoral, se ha analizado el efecto del antagonista de receptores
TLR4, TLR4-PA1, sobre las alteraciones cardiovasculares observadas en el modelo de
administracion cronica de Cisplatino. Ademas, dado que, en este modelo experimental,
también se habian observado otras alteraciones en parametros generales como el peso,
ingesta y estrés oxidativo, igualmente se ha analizado su efecto sobre ellas. Por ultimo,
se ha estudiado también si este tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 era capaz de
modificar la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en tejidos cardiovasculares y renal
ocasionada por el antitumoral.

Algunos antagonistas del receptor TLR4 han sido ya ensayados como posibles
herramientas farmacolégicas en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares en
modelos de infarto cerebral, hipertension, disfuncion ventricular neonatal o
aterosclerosis (Haj-Mirzaian et al., 2021; R. Hernanz et al., 2015; Mian et al., 2019; N.
Wang et al., 2023). Sin embargo, no hay estudios, hasta el momento, que usen esta
estrategia farmacolégica, ni concretamente el antagonista TLR4-PA1, para corregir las
alteraciones en el sistema cardiovascular ocasionadas por antitumorales. Asi, esta Tesis
Doctoral es el primer estudio que analiza esta posibilidad. Por ello, a lo largo de todo
este apartado de “Discusién”, se compararan los resultados obtenidos con estudios en
los que se han analizado los mismos parametros, aunque no sean sobre tratamientos
con antitumorales.

Como ya se comenté en la seccién de “Introduccion” de esta Tesis Doctoral, para
la inhibicién de receptores TLR4 se ha utilizado el agente denominado TLR4-PA1,
perteneciente al grupo de antagonistas miméticos del Lipido A. El compuesto TLR4-A1
ya ha sido probado con anterioridad en modelos animales donde la pauta de
administracion empleada en esta Tesis Doctoral ha sido eficaz en reducir diversos
signos nociceptivos (Ferreira-Gomes et al., 2021; M M Garcia et al., 2017).
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El tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 no modific la ganancia de peso de
los animales tras la administracién crénica de Cisplatino a ninguna de las dos dosis
evaluadas, 2 mg/Kg y 3 mg/Kg. Es mas, este antagonista tampoco fue capaz de revertir
la disminucion que en la ingesta soélida de los animales producia este antitumoral. Por
tanto, podemos afirmar que el bloqueo del receptor TLR4 no resulté util para revertir ni
la pérdida de peso, ni la anorexia que ocasiona el tratamiento con Cisplatino a la dos
dosis ensayadas. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por otros autores,
en los que el antagonista TLR4, TAK-242, es capaz de revertir la pérdida de peso en un
modelo de asma por administraciéon de LPS (Arora et al., 2023). Es posible que los
mecanismos por los que se produce la pérdida de peso y la anorexia no sean los mismos
en ambos modelos y esto pueda justificar la diferencia. De hecho, como se ha
comentado anteriormente las alteraciones en el comportamiento alimentario
ocasionadas por Cisplatino se deben a cambios en la motilidad gastrointestinal (P.
Cabezos et al., 2010; P. A. Cabezos et al., 2008), mientras que la pérdida de peso
ocasionada en el modelo de asma mencionado se podria deber mas a una causa
infecciosa e inflamatoria que cursa sobre todo con deshidratacion (Breuille et al., 1999).
Aunque no existen muchos estudios en los que se analice el papel de los antagonistas
TLR4 en la motilidad gastrointestinal, si se sabe por estudios en ratones Knock-out para
el receptor TLR4 que la ausencia de dicho receptor empeora la motilidad gastrointestinal
y sus respuestas a los diferentes neurotransmisores excitadores de la misma (Caputi et
al., 2017). Por eso, seria logico pensar que el bloqueo de estos receptores con el
antagonista TLR4-PA1 no solo no mejoria la motilidad, sino que la agravaria, por lo que
no es capaz de corregir las alteraciones observadas. Mas estudios serian necesarios
para confirmar este hecho.

En los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, el tratamiento con TLR4-PA1
durante dos semanas produjo un aumento significativo de los niveles plasmaticos de
MDA en los animales a las dos dosis de Cisplatino evaluadas, siendo este aumento
mayor incluso que el causado por el propio antitumoral. Por tanto, el bloqueo del
receptor TLR4 empeora la situacion de estrés oxidativo existente de los animales
tratados con Cisplatino. Estos datos resultaron inesperados, ya que los estudios que
existen en la literatura en modelos de animales de inflamacion, muestran que el
tratamiento con antagonistas de TLR4 provoca una disminucién de los niveles de MDA
a nivel tisular, e incluso que esta disminucion es dosis-dependiente (Arora et al., 2023;
H. Wang et al., 2021; N.-C. Wu & Wang, 2020; Zaniani et al., 2022; Z.-M. Zhang et al.,
2019). Esta diferencia en los resultados podria deberse, bien al modelo utilizado, bien
a la interaccion entre el Cisplatino y el antagonista. No hemos encontrado estudios que
analicen estos aspectos, siendo por tanto necesarios mas estudios para poder confirmar
que el tratamiento con TLR4-PA1 empeora el estado oxidativo tras tratamiento con
antitumorales, concretamente Cisplatino. Por otra parte, también se ha descrito que la
administracion de antagonistas del receptor TLR4 es capaz de disminuir los niveles
citoquinas proinflamatorias en lineas celulares de cardiomiocitos y en modelos de
isquemia-reperfusién cardiaca (Paz-Garcia et al., 2023). Mas aun, estudios llevados a
cabo en lineas celulares tumorales tratadas con paclitaxel, demuestran que el aumento
de citoquinas proinflamatorias causadas por este antitumoral se puede revertir con el
antagonista TLR4, TAK-242 (Kashani et al., 2019). Otro estudio también ha observado
que, el bloqueo del receptor TLR4 también reduce los niveles de citoquinas
proinflamatorias en células de la raiz dorsal de la médula de pacientes tratados con
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antitumorales (Yan Li et al., 2021). Hay que sefialar que, en esta Tesis Doctoral, no se
han podido evaluar los cambios que el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 podria
ocasionar en los niveles plasmaticos de diferentes citoquinas tras la administracion de
Cisplatino. Este hecho, nos impide confirmar si el aumento del estrés oxidativo debido
al bloqueo del TLR4-PA1 también produce un aumento paralelo de citoquinas
proinflamatorias. En cualquier caso, es posible que haya un efecto antinflamatorio y esto
no repercuta en los niveles de especies reactivas de oxigeno, ya que estas pueden ser
producidos por diferentes mecanismos como la disfuncién mitocondrial, aumento de
acidos grasos, aumento de la actividad de NOX, alteraciones en las actividad
antioxidante del organismo (Akhigbe & Ajayi, 2021).

Como se ha comentado al inicio de este apartado, uno de los objetivos
planteados en esta Tesis Doctoral era evaluar el efecto que el antagonista TLR4, TLR4-
PA1, tenia sobre las alteraciones cardiovasculares observadas en el modelo de
administracion cronica de Cisplatino. Para ello, se han evaluado tantos parametros
generales de presion arterial y frecuencia cardiaca como parametros mas especificos
como la funciéon cardiaca basal y la reactividad vascular en vasos de conductancia y
resistencia tras el tratamiento con este antagonista en los animales tratados a su vez
con el antitumoral.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, ocasion6 un
aumento en los niveles de PAD y FC de los animales tratados con Cisplatino 3 mg/Kg,
por lo que corrigié la hipotension y bradicardia observadas, no ocasionando ningun
cambio en la PAS. Es mas, este aumento en la PAD y FC causado por el antagonista
TLR4 también se observé en los animales tratados con Cisplatino 2 mg/Kg que no
habian tenido alteraciones en sus niveles de presion arterial y frecuencia cardiaca tras
el tratamiento con el antitumoral. Esto pone de manifiesto que el farmaco TLR4-PA1
podria tener un efecto doble, por un lado, seria capaz de corregir la neuropatia
autondémica cardiovascular y con ello la caida en los niveles de presion arterial y FC que
provoca el tratamiento con dosis altas de Cisplatino, y por otro, podria tener un efecto
directo sobre el sistema cardiovascular modificando su tono. Sobre la primera premisa,
hay estudios que han demostrado que los antagonistas TLR4 son capaces de corregir
la neuropatia periférica sensorial producida por antitumorales (lllias et al., 2022; Yan Li,
Zhang, et al., 2015). En relacién a la segunda premisa, no se han encontrado estudios
que evaluen de manera directa el efecto que estos antagonistas TLR4 tienen sobre el
sistema cardiovascular, sin embargo hay autores que describen el efecto hipertensivo
de los antagonistas TLR4, TAK-242 y eritoran, en la hipotension generada en
situaciones de endotoxemia (Kuno et al., 2009; Stefan Ehrentraut et al., 2011). Por el
contrario, también hay estudios que indican que los antagonistas TLR4 disminuyen la
presion arterial en modelos de hipertension, proponiendo que el efecto hipotensor de
estos farmacos se debe a su efecto sobre el remodelado vascular (Paz-Garcia et al.,
2023). Es posible que este efecto directo de los antagonistas de TLR4 sobre el sistema
cardiovascular dependa del tipo de mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la
alteracion cardiovascular. De hecho, estudios recientes muestran que el TAK-242 es
capaz de atenuar la progresion de incremento en la presién arterial media de ratas SHR
y que atenua la disfuncién autondmica en este modelo en estadios tempranos del
desarrollo de la enfermedad (Mowry et al., 2021).
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En cuanto a las modificaciones en la funcién cardiaca basal, el tratamiento con
TLR4-PA1 corrigid la disfuncion ventricular izquierda en los animales tratados con
Cisplatino 3 mg/kg, aumentando incluso la funcion vasodilatadora ventricular izquierda
en animales tratados con Cisplatino 2 mg/Kg. De nuevo, no se han encontrado estudios
que evaluen el efecto de antagonistas TLR4 en las alteraciones cardiacas en modelos
de administracion de antitumorales. Sin embargo, nuestros resultados estarian de
acuerdo con los descritos en otros estudios que demuestran que la administracion del
antagonista TLR4, eritoran, mejora la disfuncién cardiaca en modelos de sepsis (Stefan
Ehrentraut et al., 2011), asi como el dafio cardiaco producido por estrés (R.-P. Wang et
al., 2011; N.-C. Wu & Wang, 2020). Hay que sefalar que los cambios funcionales
observados en esta Tesis Doctoral a nivel cardiaco tras el tratamiento con TLR4-PA1,
en los animales tratados con Cisplatino, no fueron suficientes para producir un cambio
en los indices de masa cardiacos analizados. Otros autores si han descrito cambios en
el remodelado cardiaco en modelos de hipertrofia tras el tratamiento con antagonistas
TLR4 (H. Ehrentraut et al., 2011), pero no ha sido asi en el caso del modelo llevado a
cabo en esta Tesis Doctoral. En cualquier caso, no resulta extrafio que el tratamiento
durante 2 semanas con TLR4-PA1 sea capaz de afectar la funcion ventricular izquierda
de forma rapida, y no lo sea de modificar los cambios estructurales cardiacos debidos
la hipertrofia ventricular izquierda. De hecho, los farmacos que existen en clinica para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca también mejoran principalmente la funciéon y no
el remodelado cardiaco (Di Somma & Magrini, 2015). Por otra parte, la mejora de la
funcidn ventricular izquierda ocasionada por el antagonista TLR4-PA1 podria ser debida
al efecto antiinflamatorio ocasionado por este farmaco. De hecho, se ha descrito que la
administracion de antagonistas del receptor TLR4 es capaz de disminuir los niveles
citoquinas proinflamatorias en lineas celulares de cardiomiocitos, y a nivel cardiaco en
modelos de isquemia-reperfusién cardiaca (Paz-Garcia et al., 2023), en modelos de
hipertrofia cardiaca por sobrepresion (S Ehrentraut et al., 2007; Stefan Ehrentraut et al.,
2011), y en dafo cardiaco por estrés (R.-P. Wang et al., 2011). De nuevo, la
determinacion de los niveles de citoquinas tras el tratamiento con TLR4-PA1 podria
corroborar este mecanismo. Por ultimo, es importante mencionar que el tratamiento con
TLR4-PA1 provocd un aumento de la PPC en los animales tratados con ambas dosis de
antitumoral. Este hecho vuelve a poner de manifiesto, como se ha mencionado antes,
el posible efecto directo vasoconstrictor que este antagonista podria ejercer, en este
caso, a nivel coronario.

En cuanto a la funcionalidad de los vasos sanguineos, el tratamiento con el
antagonista TLR4-PA1 provoco una disminucion en la funcion contractil y un aumento
de la funcion vasodilatadora en la aorta de los animales tratados con Cisplatino; mientras
que en el caso del territorio de resistencia, el tratamiento con este antagonista provocé
un aumento en la funcidon contractil, mucho mas clara en los animales tratados con la
mayor dosis de Cisplatino, 3 mg/Kg, asi como y un aumento en la funcién vasodilatadora
mas leve que el observado en la aorta. Estos resultados muestran que el antagonista
TLR4-PA1 es capaz de revertir tanto la disfuncién endotelial como la hiporreactividad
vascular provocadas por la administracion de Cisplatino en los diferentes territorios
vasculares. De nuevo, el efecto de este antagonista podria estar mediado por varios
mecanismos en funcion de la alteracion fisiopatologia de base. Se sabe que el estrés
oxidativo y el estado inflamatorio generalizado, provocan alteraciones endoteliales que
conducen a disfuncién vascular, estando implicado en este dafio el receptor TLR4 (Yu
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Wang et al., 2016b). Asi, la mejora ocasionada por el antagonista TLR4-PA1 podria
deberse a su efecto antiinflamatorio en la aorta y no tanto al estrés oxidativo debido a
que en este estudio los niveles plasmaticos de MDA son superiores en los animales
tratados con el antagonista. Deh hecho, se sabe que el bloqueo del receptor TLR4 ha
sido capaz de disminuir la produccién de citoquinas inflamatorias, la expresion de
moléculas de adhesién y el aumento de la actividad procoagulante en leucocitos y
células en células endoteliales humanas tratadas con LPS (Nakamura et al., 2007).
Otros estudios han mostrado también que anticuerpos monoclonales para TLR4, son
capaces de mejorar la vasodilatacidon a nivel de arterial mesentérica en un modelo de
arteriosclerosis de ratén (G. Chen et al., 2020). En el caso de los vasos de resistencia
donde la alteracién podria estar causada por la neuropatia autonémica, el antagonista
TLRA4 ejerceria su efecto mejorando esta neuropatia, como ya ha sido mostrado en otras
situaciones por distintos autores (lllias et al., 2022; Yan Li, Zhang, et al., 2015).

No hay que dejar de senalar que, en ambos territorios vasculares, el antagonista
TLR4-PA1 ha sido capaz de potenciar tanto la relajacion dependiente como
independiente endotelio por encima incluso de la obtenida en situaciones control. Esto
volveria a sugerir la existencia de un efecto directo de este farmaco a nivel vascular. De
hecho, Liang y colaboradores han observado también este hecho, ya que en ratones
Knock-out para el receptor TLR4 han observado un aumento de la respuesta de
acetilcolina en aorta y en mesentérica respecto a ratones que si expresaban el receptor
(C.-F. Liang et al., 2013). En cualquier caso, los datos disponibles en la literatura son
escasos y mas investigaciones serian necesarias para esclarecer este aspecto.

Por udltimo y dado que, en el modelo experimental de complicaciones
cardiovasculares por Cisplatino, se determind si alteraciones en el eje
TLR4/MyD88/NLRP3 estaban implicadas en las mismas, también se ha analizado en
esta Tesis Doctoral si el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 modificaba la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en los tejidos, cardiaco, vascular y renal tras el
tratamiento con el antitumoral. Hay que recordar que no se incluye en esta Tesis
Doctoral, el analisis de la expresion de estas proteinas, tras el tratamiento conTLR4-
PA1, en la arteria mesentérica ya que no fue posible completarlos por problemas
técnicos.

La administracion del antagonista TLR4-PA1, en los animales tratados con
Cisplatino, provocd cambios en la expresion de las proteinas TLR4 y MyD88 a nivel del
ventriculo izquierdo y de la aorta que no seguian un patrén claro y definido, ni entre
estos dos territorios cardiovasculares, ni dentro del mismo tejido a las distintas dosis de
Cisplatino evaluadas. Asi, el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1, no parece
modificar de manera importante la expresién de las proteinas TLR4 y MyD88 en la aorta
de los animales tratados con Cisplatino, pero sin embargo, se puede sugerir, con los
datos obtenidos, que el tratamiento con TLR4-PA1 aumenta la actividad del eje
TLR4/MyD88 a nivel cardiaco ya que aumenta la expresion de TLR4 y/o MyD88 en
ventriculo izquierdo. Hay que mencionar que los cambios en la expresion de estas
proteinas tampoco se producian de manera paralela, lo que no resulta extrafio porque
como ya se ha comentado anteriormente, son muchos los receptores TLR involucrados
en la via de sefalizacién en la que participa la proteina sefalizadora MyD88 (Bayer &
Alcaide, 2021; Yu & Feng, 2018b). Este aumento en la actividad de la via TLR4/MyD88
observado tras el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 podria también deberse a
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un mecanismo de compensacién al bloquear el receptor TLR4 ya que en ningun caso
se ha producido la disminucion en la expresiéon de las proteinas analizadas. No se han
encontrado estudios en la literatura que analicen si el tratamiento con antagonistas TLR4
ejerce este mecanismo compensador aumentando la expresion de la via TLR/MyD88
en modelos de tratamiento con antitumorales. Sin embargo, se ha encontrado un estudio
en el que se analizan los cambios de expresion de TLR4 y MyD88 en tejido cardiaco
tras un tratamiento con TAK-242, en un modelo de embolia coronaria en ratén, en el que
se describe la disminucion de la expresiéon de estas proteinas tras el tratamiento con el
antagonista TLR4 (Q. Su et al., 2018). Nuestros resultados no estarian de acuerdo con
los descritos por estos autores, pero es posible que los distintos farmacos anti-TLR4
que se encuentran en desarrollo modulen de diferente manera este receptor y su
expresion, lo que implica que todavia se necesita un conocimiento profundo de los
efectos que supone bloquear/inhibir este sistema como una estrategia terapéutica eficaz
para suprimir respuestas inflamatorias indeseadas asociadas a enfermedades (W. Gao
et al., 2017b). Desde nuestro conocimiento, este es el primer estudio que muestra la
modificacion que el uso de un antagonista del receptor TLR4, TLR4-PA1, tiene sobre la
expresion de receptores y proteinas implicadas en su regulacion a nivel cardiovascular
tras el tratamiento con antitumorales. Esta informacién podria ser de utilidad para
caracterizar el efecto de este bloqueo en patologias cardiovasculares y sus posibles
ventajas o desventajas.

En relacion con la expresion de NLRP3 a nivel del tejido cardiaco y vascular, la
administracion del antagonista TLR4-PA1 en los animales tratados con Cisplatino fue
capaz de revertir el aumento en la expresion de NLRP3 a nivel cardiaco observada en
animales tratados con Cisplatino, sin modificar su expresion en aorta. Estos resultados
estarian de acuerdo con el estudio descrito anteriormente llevado a cabo por Su y
colaboradores, ya que estos autores muestran, en su modelo de embolia coronaria, la
disminuciéon en la expresion de los componentes del inflamasoma NLRP3 tras el
tratamiento con el antagonista TLR4, TAK-242, que, a vez, también mejora la funcién
cardiaca (Q. Su et al., 2018). Todos estos resultados también estaria en consonancia
con el hecho de que una de las primeras etapas que promueve el cebado y la activacion
del NLRP3 a nivel celular es la activaciéon de TLR4 (Boza et al., 2016; Pinar et al., 2020b;
Takahashi, 2022), con lo que su bloqueo sera logico que produjese el efecto contrario.
De nuevo, este seria el primer estudio que muestra que el bloqueo de la via TLR4 es
capaz de modular la expresion de la proteina NLRP3 a nivel cardiaco en un modelo de
alteraciones cardiovasculares por el tratamiento con Cisplatino.

A nivel renal, la administracion del antagonista TLR4-PA1, en los animales
tratados con Cisplatino, disminuyé la expresién de los receptores TLR4 y de la proteina
NLRP3, mientras que provoco un aumento en la expresién de la proteina sefalizadora
MyD88. Estos resultados sugieren que, a nivel renal, el bloqueo del receptor TLR4
revierte parcialmente la activacion de la via TLR4/MyD88 y disminuye también
parcialmente la expresion de NLRP3 observada en los animales tratados con Cisplatino.
De nuevo, son escasos los estudios en los que analicen el efecto que los antagonistas
de TLR4 tienen sobre la expresion de proteinas de la via TLR4/MyD88 o NLRP3 en
tejido renal. No obstante, los resultados obtenidos estan en consonancia con los
descritos en un estudio reciente, en células tubulares renales humanas en las que
causan un dafo por inflamacién, donde se demuestra que la administraciéon de TAK-
242, mejora su viabilidad y disminuye la tasa de apoptosis, la expresién de TLR4 y los
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componentes relacionados con el inflamasoma NLRP3. Este estudio mencionado, sin
embargo, no analiza la expresion de MyD88 en estas células tras el tratamiento con
TAK-242 (Pei et al., 2022). El aumento que el tratamiento de TLR4-PA1 produce en la
expresion renal de MyD88 podria, como ya se ha comentado, deberse a un mecanismo
contrarregulador también en este tejido. Por otra parte, se ha demostrado que hay un
aumento en la expresion del receptor TLR2 en el rifidn tras la administracién de
Cisplatino, siendo posible que al bloquear la via del receptor TLR4, pueda haber un
aumento en la expresién de MyD88 debido a su intervencion como sefializador en la
activacion de otras vias TLR (Q. Shen et al., 2019). De nuevo, los resultados obtenidos
en esta Tesis Doctoral serian los primeros en mostrar que el bloqueo del receptor TLR4
es capaz de modular los cambios en la expresion de proteinas de la via TLR4/MyD88 y
la expresion de NLRP3 en tejido renal ocasionados tras el tratamiento con Cisplatino.
Con relacion a si estos cambios en la expresion de estas vias inflamatorias pueden
mejorar el dafo renal ocasionado por Cisplatino, datos iniciales llevados a cabo en
nuestro laboratorio muestran que el tratamiento con TLR4-PA1 es capaz de disminuir la
hipertrofia renal ocasionada por el antitumoral (datos no mostrados), aunque todavia no
se ha podido analizar si esto conlleva una disminucion paralela en los niveles creatinina.
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5.3. Alteraciones cardiovasculares inducidas por una dieta
hipergrasa e hipercalérica, modelo de Sindrome Metabdlico por
dieta. Implicacién del eje TLR4/MyD88/NLRP3.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el Sindrome Metabdlico (SM)
como un conjunto de factores de riesgo cardiovascular que incluyen la obesidad central,
las dislipemias, las anormalidades en el metabolismo de la glucosa y la hipertension
arterial. El desarrollo de SM también esta estrechamente asociado a la resistencia a la
insulina, a la diabetes mellitus tipo 2 y a las enfermedades cardiovasculares (Belladelli
et al., 2022; Hayden, 2023; Ren & Xu, 2015a).

Debido a su naturaleza multifactorial, seleccionar el modelo experimental
adecuado que mejor represente la fisiopatologia del SM en humanos puede ser todo un
reto. Los roedores son los modelos animales mas utilizados para investigar el SM y
muchos de los modelos utilizados son con animales con modificaciones genéticas para
favorecer el desarrollo de fenotipo similares al SM (Vatashchuk et al., 2022; Wong et al.,
2016). Sin embargo, estos modelos no reflejan de forma fiel el desarrollo mas frecuente
SM en la poblacién y que se debe a una compleja interaccién de factores genéticos y
ambientales entre los que se incluyen fundamentalmente los malos habitos de
alimentacion. De hecho, se sabe que, dietas ricas en grasas saturadas, azucar, jarabe
de fructosa, granos refinados y con un consumo bajo de fibra, frutas y verduras,
conjuntamente a un estilo de vida sedentario tienen un papel importante en la
patogénesis del SM (Cordain et al., 2005; Janssen, 2023b). Por ello, algunos de los
métodos utilizados para inducir el SM en roedores se basan en la intervencion dietética.
Asi, existen modelos en los que el SM se desarrolla bien por una dieta hipergrasa
(Bhaswant et al., 2015; Marques et al., 2015; Palachai et al., 2019), bien por una dieta
hiperglucidica (Dupas et al., 2017; Kubyshkin et al., 2020; Matias et al., 2020) o bien por
dietas en las que se combinan ambos factores, es decir, dietas hipergrasas e
hiperglucidicas (Yanping Li et al., 2020; Moreno-Fernandez et al., 2018; Panchal et al.,
2011b, 2012; Poudyal et al., 2017; Sena et al., 2023; Senaphan et al., 2015; Yang Wang
et al.,, 2019). El uso de una dieta combinada tiene la ventaja de reflejar con mayor
fidelidad la complejidad detras del consumo hipercaldrico por los seres humanos, y
permite analizar la sinergia en los efectos de ambas dietas. Sin embrago, la combinacion
de ambas dietas también hace mas dificil discernir la contribucion de los componentes
individuales al desarrollo del SM (Mugica et al., 2022; Pinheiro-Castro et al., 2019).

En esta Tesis Doctoral se ha inducido un modelo de Sindrome Metabdlico,
sometiendo a los animales a una alimentacion hipergrasa e hiperglucidica durante 20
semanas. Este régimen consistia en una dieta solida hipergrasa, en la cual el 46% de
la energia era procedente de las grasas, y un suplemento con dieta liquida
hiperglucidica, que contenia un 25% de dextrosa. En términos globales el seguimiento
de esta dieta suponia un incremento en la ingesta caldrica de los animales de cerca de
35 Kcal/dia respecto a una dieta normocalérica. Otros autores han desarrollado modelos
experimentales de SM con intervenciones dietéticas similares a la nuestra, con algunas
pequenas diferencias en el tipo de grasa, el azucar utilizado en el mismo y el tiempo de
alimentacion entre los distintos modelos experimentales desarrollados (Mugica et al.,
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2022; Pinheiro-Castro et al., 2019; Vatashchuk et al., 2022; Wong et al., 2016; Bhaswant
et al., 2015; Melo et al., 2019),.

La obesidad central es una de las principales caracteristicas del SM y esta
relacionada con el desarrollo de posibles complicaciones cardiovasculares asociadas al
mismo (Davis & Nolan, 2021; Korac et al., 2021; Persic, 2013; Tran et al., 2020). La
obesidad abdominal se define como una acumulacién excesiva de tejido adiposo a nivel
subcutaneo abdominal y visceral. La evaluacién del peso y de distintos parametros
antropométricos es util en el diagndstico de esta obesidad tanto en humanos como en
animales de experimentacién (Novelli et al., 2007). En esta Tesis Doctoral se ha
analizado, en el modelo de SM por dieta, el peso de los animales junto a su IMC y
perimetro abdominal al finalizar el periodo de alimentacion de 20 semanas. Los
resultados obtenidos muestran en los animales, tras la alimentacién con dieta hipergrasa
e hipercaldrica, no solo un aumento significativo de su peso corporal, sino también del
IMC y del perimetro abdominal, lo que indica que los animales del modelo desarrollado
de SM en esta Tesis Doctoral presentan obesidad abdominal. Nuestros resultados estan
de acuerdo con los descritos por otros autores que también han observado tras periodos
similares de alimentacion con dietas hipercaldricas este aumento de peso y de IMC (Hao
et al., 2015; Marques et al., 2015; Palachai et al., 2019; Poudyal et al., 2017; Wong,
Chin, Suhaimi, Ahmad, Jamil, et al., 2018). Hay que sefnalar que el perimetro abdominal
es un fiel reflejo de la grasa visceral (Moreno-Fernandez et al., 2018), y a su vez, el
aumento del tejido adiposo visceral es un factor de riesgo conocido para el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares (Bryce-Moncloa et al., 2017; Lahera, 2018). El
incremento en este parametro observado en los animales del modelo de SM
desarrollado en esta Tesis Doctoral indicaria la existencia de un aumento de grasa
visceral en los mismos y, por tanto, la existencia en los animales de un factor de riesgo
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Por otra parte, los animales del modelo de SM mostraron menores ingestas de
dieta sélida y mayores ingestas de dieta liquida que los animales del grupo Control. Este
comportamiento alimentario resulta en un incremento neto de su ingesta calérica, de
aproximadamente 35 Kcal/dia, que correlaciona con el desarrollo de la obesidad central
mencionada anteriormente. De hecho, se ha descrito que el éxito de la intervencion con
una dieta hiperglucidica depende del modo de administracion del azucar. Asi, éste debe
ofrecerse separado del alimento estandar, bien en el agua de bebida bien como
suplemento. Si se mezcla con la dieta sélida, el animal puede reducir su ingesta de
alimento solido y no ingerir el exceso de azucar necesario para el incremento de peso
(Marques et al., 2015; Mugica et al., 2022; Panchal et al., 2011a; Pinheiro-Castro et al.,
2019; Poudyal et al., 2017). Mas aun, estudios experimentales han mostrado que las
dietas altas en grasa, debido a su mayor densidad caldrica, tienen un efecto saciante
alto y los animales comen menos alimento en compensacion (Castro-Barquero et al.,
2020; Marques et al., 2015; Poudyal et al., 2017)(Mugica et al., 2022; Pinheiro-Castro et
al., 2019). Los modelos animales de SM que utilizan suplementos liquidos de azlcares
también observan un aumento de consumo de la dieta liquida en los animales ya que al
ofrecer el azucar diluido en el agua consumen mas cantidad porque no se sienten
saciados (Dupas et al., 2017; Matias et al., 2020; Mugica et al., 2022; Pinheiro-Castro et
al., 2019).
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Como se ha mencionado anteriormente, ademas de la obesidad abdominal,
otras de las caracteristicas del SM son las alteraciones en la homeostasis de la glucosa
y la existencia de hiperlipemias (Castoldi et al., 2015; Prattichizzo et al., 2018a). Estos
factores estan también directamente relacionados con la aparicion de complicaciones
cardiovasculares en los pacientes (Bekkering et al., 2020; Lahera, 2018). Los animales
del modelo experimental de SM desarrollado en esta Tesis Doctoral presentaron
alteraciones tanto en el perfil glucidico como lipidico. A las 20 semanas de alimentacion
con dieta hipergrasa a hiperglucicida, los animales presentaron un aumento significativo
de los niveles de glucemia e insulinemia. Mas aun, presentaron un ligero aumento del
HOMA-IR y una disminucién significativa del HOMA-B. Todos estos datos del
metabolismo glucidico indicarian la presencia de diabetes tipo 2 en los animales de
nuestro modelo. Otros autores también han observado estas alteraciones en la
homeostasis de la glucosa utilizando modelos con una dieta y periodo de alimentacion
similar al nuestro, lo que indica que nuestro modelo esta de acuerdo con estos estudios
(Dupas et al., 2017; Melo et al., 2019; Moreno-Fernandez et al., 2018; Muller et al., 2021;
Vatashchuk et al., 2022; Wong et al., 2016; Hao et al., 2015; Marques et al., 2015). Por
otra parte, en los animales del modelo de SM por dieta desarrollado en esta Tesis
Doctoral se observd un aumento en los niveles plasmaticos de triglicéridos, colesterol y
LDL. Esta existencia de dislipemia tras una alimentacién con dietas hipercal6ricas e
hipergrasas ha sido también descrita por otros autores (Marques et al., 2015; Melo et
al., 2019; Sena et al., 2023). Hay que seinalar, que sorprendentemente, también se ha
observado un aumento significativo en los niveles plasmaticos de HDL en los animales
tras 20 semanas de dieta hipergrasa e hipercalérica. Nuestros resultados difieren de los
descritos por otros autores en los que se ha descrito una disminucion en los niveles
plasmaticos de HDL en modelos animales de SM con dieta de cafeteria (Hao et al.,
2015). Por ello, podemos concluir que, en los modelos experimentales de SM por dieta,
producir alteraciones en todos los parametros es complejo, ya que depende de la edad
de comienzo del experimento, la cantidad de grasa en la dieta y tipo de acido graso.
Siendo comun observar diferencias entre los diferentes modelos de SM por dieta con
protocolos distintos (Abe, 2022; Pinheiro-Castro et al., 2019; Vatashchuk et al., 2022;
Wong et al., 2016).

Estudios recientes han puesto de manifiesto la relacién entre el estrés oxidativo,
la inflamacién crénica y las alteraciones cardiovasculares en el SM, observandose
también una relacion directa entre el aumento de especies reactivas de oxigeno y el
desarrollo de SM (Carrier, 2017; Christ et al., 2019; Korac et al., 2021; Raut & Khullar,
2022). El estrés oxidativo puede ser evaluado a través de la determinacion de la
peroxidacion lipidica, mediante la valoracion plasmatica de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico como el Malondialdehido (MDA) (Hao et al., 2015; Sena et al., 2017). Los
resultados de esta Tesis Doctoral muestran que los animales en los que se ha
desarrollado en SM por dieta tienen valores plasmaticos de MDA significativamente
mayores a los de los animales del grupo Control, confirmando la presencia de
peroxidacion lipidica y estrés oxidativo. Estos resultados estdan de acuerdo con lo
observado en otros estudios experimentales en los que el uso de dietas de cafeteria,
dietas hipergrasas o dietas hipergrasa e hipercaléricas en periodos de tiempo similares
a los de nuestro estudio (Hao et al., 2015; Sena et al., 2023; Silvares et al., 2019). Este
aumento de MDA también se ha observado en pacientes con SM, donde esta situacion
prooxidante favorece la aparicion y desarrollo de alteraciones cardiovasculares
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(Akhigbe & Ajayi, 2021; Najafi et al., 2021; S. S. Wu et al., 2019). Mas aun, estudios
experimentales demuestran que la suplementacion con dietas ricas en grasas reduce la
capacidad antioxidante en los animales y favorece la acumulacién de MDA
(Nikolopoulou & Kadoglou, 2012; Otani, 2011). EI MDA influye en el complejo de la
cadena respiratoria mitocondrial y en la actividad de las enzimas clave mitocondriales lo
que conlleva a danos tisulares. La progresion de la resistencia a la insulina, la disfuncién
de las células B, la disfuncién mitocondrial y las complicaciones del SM son algunos de
los trastornos que se han relacionado con el estrés oxidativo (Newsholme et al., 2019).

El SMy la enfermedad renal cronica se influyen mutuamente. Diferentes estudios
han confirmado que el SM puede provocar cambios en la estructura y la funcion renal
que incluyen entre otros, hiperfiltracion glomerular, proteinuria y/o microalbuminuria,
disfuncion tubular renal, anomalias ecograficas (aumento de los indices resistivos
intrarrenales) y anomalias histopatoldgicas (S. Chen et al., 2021). Ademas, se sabe que
el riesgo de enfermedad renal en los pacientes con SM es 1,34 veces superior al de los
pacientes sin SM (Joyce et al., 2018). Mas aun, el SM aumenta el riesgo de nefropatias
en un 50% (Hashimoto et al., 2020). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral
estan en consonancia con lo mencionado anteriormente y confirman la existencia de
dafio renal en los animales que seguian una dieta hipergrasa e hipercaldrica, ya que
sus niveles plasmaticos de creatinina fueron significativamente superiores a los de los
animales Control. Por ultimo, hay que sefalar que la patogénesis del dafio renal
relacionado con la SM es compleja, incluyendo resistencia a la insulina, obesidad,
hipertension, dislipidemia, inflamacién, estrés oxidativo y disfuncion endotelial
(Hashimoto et al., 2020; Joyce et al., 2018; Kaesler et al., 2020; Lakkis & Weir, 2018).

La inflamacion crénica de bajo grado esta implicada en el desarrollo de
complicaciones metabdlicas (F. Wang et al., 2017; Williams et al., 2019b). La inflamacién
del tejido adiposo aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo que a su
vez altera la produccion de adipoquinas, y puede desencadenar la patologia asociada
al SM (Prattichizzo et al., 2018a; Stoian et al., 2022). La adiposidad visceral es la
condicién de partida a través de la cual se produce la liberacion de citoquinas
proinflamatorias (Rogero & Calder, 2018). Varios estudios, tanto en animales de
experimentacién como en humanos, han demostrado que, en las primeras fases de la
expansién del tejido adiposo, ligada a la hipertrofia de los adipocitos, se desarrollan
zonas de hipoxia, que conllevan a la secrecion por parte de estos adipocitos hipéxicos
de adipoquinas proinflamatorias (Bekkering et al., 2020; Prattichizzo et al., 2018a). Al
mismo tiempo, la falta de oxigeno provoca la muerte de los adipocitos mas periféricos,
lo que desencadena un aumento de la reaccion inflamatoria a través de DAMPs
(Akhigbe & Ajayi, 2021; Gargiulo et al., 2020). Por todo ello, en el SM existe un estado
inflamatorio sistémico de bajo grado (Sigrist-Flores et al., 2019). En esta Tesis Doctoral
se han estudiado los niveles plasmaticos de 23 citoquinas proinflamatorias en los
animales del modelo de SM por dieta. Hay que senalar que, aunque solamente se
produjo un aumento significativo en los niveles plasmaticos de TNF-a, IL-12p70, IL-18 e
IFN-y, en la mayoria de las citoquinas analizadas los niveles fueron superiores a los de
los animales que no tenian SM. Estos resultados estan en consonancia con lo sefalado
anteriormente y confirman también la existencia de un estado inflamacién generalizado
en el modelo desarrollado. Con relacion a las citoquinas que mas claramente se han
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visto aumentadas en nuestro modelo de SM, hay que mencionar que la mayoria de los
estudios que analizan estas citoquinas en modelos experimentales de SM, lo hacen a
nivel tisular no a nivel plasmatico, mostrandose resultados en el mismo sentido, es decir
con un aumento de citoquinas proinflamatorias a nivel tisular. Asi el aumento en los
niveles de TNF-qa, IL-6 e IL-1B, IL-18 han sido descritos en modelos animales de SM a
nivel del tejido adiposo blando visceral, a nivel cardiovascular y a nivel renal, entre otros
(Bekkering et al., 2020; Jaishy & Abel, 2016; Prattichizzo et al., 2018b; Rogero & Calder,
2018; Stoian et al., 2022). En relacion a los niveles plasmaticos de IFN-y no se han
encontrado otros estudios en modelos de dieta hipergrasa e hipercaldrica que evaluen
los niveles de IFN-y, pero este aumento si se ha observado en modelos de obesidad y
diabetes tipo 2 (Hazman & Ovali, 2015; Martin-Cordero et al., 2009), relacionandose
esta citoquina con las alteraciones endocrino metabdlicas en situaciones de obesidad
(Carbone et al., 2012). El aumento de IL-12p70 a nivel plasmatico se ha observado en
un modelo de obesidad por dieta hipergrasa (Ibrahim et al., 2010). Por ultimo, hay que
sefalar que en los animales con SM se observé un leve descenso en los niveles
plasmaticos de IL-10. Este hecho resulta interesante dado que esta citoquina tiene una
funcion anti-inflamatoria y su descenso también se ha descrito en estudios con modelos
experimentales similares (Gil-Cardoso et al., 2022). Mas aun, esta disminucion se ha
observado en nifios y adultos obesos (Bekkering et al., 2020; Stoian et al., 2022). Todo
lo sefialado anteriormente confirma que en este modelo de SM inducido por una dieta
hipergrasa e hipercalérica, se produce una inflamacién crénica de bajo grado. El
aumento de IL-12p70, IL-18 e IFN-y parecen indicar que esta produciendo un aumento
de la actividad del sistema inmune innato (Zundler & Neurath, 2015). Esto podria
explicar porque se observa un ligero aumento en las citoquinas pro-inflamatorias que no
llega a ser significativo, puesto que se ha descrito que cuando la reaccion inflamatoria
aguda finaliza, la expresién de estas citoquinas disminuye (Thomas & Grisanti, 2020).

Por otra parte, en esta Tesis Doctoral se han analizado la aparicion de posibles
alteraciones cardiovasculares en el modelo de SM por dieta desarrollado. Para ello se
han evaluado tantos parametros generales de presion arterial y frecuencia cardiaca
como parametros mas especificos como la funcién cardiaca basal y la reactividad
vascular en vasos de conductancia y resistencia.

Es sabido que el desarrollo de hipertensién arterial es frecuente en pacientes
con SM y que su desarrollo se ha relacionado con las alteraciones metabdlicas
presentes en este sindrome como son la resistencia a la insulina, la obesidad central, el
aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico, el estrés oxidativo o el aumento
de mediadores inflamatorios, entre otros (da Silva et al., 2020; Gonzalez-Chavez et al.,
2018; Stanciu et al., 2023). En el modelo de SM por dieta desarrollado en esta Tesis
Doctoral no se ha observado el desarrollo de hipertension arterial tras alimentar a los
animales con una dieta hipergrasa e hipercalérica durante 20 semanas, sino que lo que
se ha observado en los animales es una hipotension sin afectacion de la FC. Estos datos
difieren de los descritos por otros investigadores que en este tipo de modelos
experimentales si han observado el desarrollo de hipertension arterial, a pesar de hacer
tratamientos dietéticos durante periodos menores de tiempo, 16 semanas (Hao et al.,
2015; Palachai et al., 2019; Senaphan et al., 2015; Wong, Chin, Suhaimi, Ahmad, & Ima-
Nirwana, 2018). Es posible que las diferencias en la composicion en el tipo de grasa
y/o azucares puedan ocasionar estas diferencias. De hecho, los estudios mencionados
anteriormente desarrollan el SM mediante dieta de cafeteria, es decir, alimentando a los
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animales con distintas combinaciones de alimentos humanos convencionales ricos en
grasas y azucares lo que ademas incrementa en casi un 30% la ingesta caldrica
respecto a otros modelos de SM por dieta (Pinheiro et al., 2020), consiguiendo un
desarrollo mas rapido del SM y sus posibles complicaciones. Hay que mencionar, sin
embargo, que como se comento en la Introduccion de esta Tesis Doctoral, en las etapas
tempranas del SM también se ha descrito la presencia de una neuropatia autonémica
cardiovascular (Bakkar et al., 2020; Williams et al., 2019c). Esta neuropatia conlleva
dafo en las fibras que inervan el corazén y los vasos sanguineos, teniendo como
consecuencia un mal control, del ritmo cardiaco y la presion arterial (Spallone, 2019).).
Nuestros resultados muestran una hipotensién en los animales que es compatible con
la existencia de esta neuropatia autonémica, aunque no se hayan detectado cambios
en el ritmo cardiaco. Ademas, se sabe que la neuropatia autonémica es previa al
desarrollo de otras complicaciones cardiovasculares (Zilliox & Russell, 2020), con lo que
es posible que en nuestro modelo experimental nos encontremos en estadios iniciales
de las posibles alteraciones cardiovasculares mas graves.

Se sabe que la combinacién de las distintas alteraciones metabdlicas presentes
en el SM es un conjunto de factores de riesgo independientes en el desarrollo de dafio
cardiaco, siendo comun que los individuos que desarrollan SM presenten una mayor
morbilidad y mortalidad cardiovascular (Ren & Xu, 2015b). En esta Tesis Doctoral,
cuando se ha analizado la funcion cardiaca basal en animales con SM no se han
observado modificaciones ni en la presién de perfusion coronaria ni en la funcion
ventricular izquierda. Estos resultados estan en consonancia con lo descrito por otros
autores en los que dietas similares y durante los mismos periodos de tiempo no
ocasionaron cambios en la funciéon cardiaca de los animales (Matias et al., 2020).
Incluso, otros autores han descrito que las alteraciones cardiacas en los animales
alimentados con una dieta de cafeteria aparecen tras 48 semanas de alimentacion
(Wilson et al., 2007). De nuevo, es posible que las modificaciones dietéticas llevadas a
cabo en esta Tesis Doctoral no sean suficientes para desarrollar todas las
complicaciones asociadas al SM, y de hecho hay autores que han observado que una
mayor incidencia y/o severidad en el fallo cardiaco en los modelos experimentales se
observa con dieta con muy alto contenido en azucares (Chess & Stanley, 2008; Matias
et al., 2020; Vasanji et al., 2006). Por otra parte, hay que mencionar que, hay autores
que, en ausencia de valoracién de alteraciones funcionales, si han observado un
remodelamiento cardiaco a nivel ventricular izquierdo en animales tras 20 semanas de
alimentacion con una dieta hipergrasa e hipercaldrica. En esta Tesis Doctoral, no hemos
analizado de forma directa este remodelado cardiaco, pero en los animales son SM se
ha observado una disminucion tanto del IMc como del IMVI, con lo que es posible que
nuestro modelo de SM no tengamos aun ni un dafio funcional ni un dafo estructural a
nivel cardiaco.

Para terminar de caracterizar las posibles alteraciones cardiovasculares en
nuestro modelo de SM, se evalud la reactividad vascular en vasos de conductancia y de
resistencia, concretamente en aorta y arteria mesentérica. En el caso de la aorta, se
observdé una hiporreactividad contractil, sin modificaciones en la respuesta
vasodilatadora. En el caso de la arteria mesentérica, no se produjeron cambios en la
funcion contractil y si se observé una disminucién en la capacidad vasodilatadora
dependiente de endotelio. Por tanto, nuestros resultados muestran que la situacién de
SM afecta, al menos en sus etapas iniciales, de manera diferente a los vasos de
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conductancia y resistencia. El descenso en la funcion contractil de la aorta puede estar
relacionado con la neuropatia autondmica cardiovascular mencionada anteriormente
(Bakkar et al., 2020; Serhiyenko & Serhiyenko, 2018) y correlaciona con el descenso de
la presion arterial que se observd en estos animales. Numerosos investigadores han
sefalado que situaciones de hiperinsulinemia, hiperglucemia favorecen el desarrollo de
una neuropatia autonémica cardiovascular (Bakkar et al., 2020; Bodman & Varacallo,
2023; Serhiyenko & Serhiyenko, 2018; Williams et al., 2019c), que afecta a los vasos en
primer lugar debido a que las fibras del sistema nervioso periférico son mas susceptibles
a la falta de oxigeno y nutrientes (Williams et al., 2019c). Es posible pensar entonces,
que en este modelo se ha desarrollado una neuropatia autonémica cardiovascular que
afecta al control del tono vascular. Otros autores también han observado esta
hiporreactividad vascular tras el desarrollo de obesidad en ratas tras solo siete semanas
de alimentacion con una dieta hipergrasa, y fue asociada a una alteracion en la funcién
del receptor a-1 (Juarez et al.,, 2017). Este descenso de la contractilidad vascular
también ha sido asociado con el exceso tejido adiposo perivascular el cual en una
situacion de SM produce citoquinas como TNF-a e IL-6 que reducen la contractilidad del
musculo liso vascular al promover la inflamaciéon de bajo grado y el estrés oxidativo
(Loader et al., 2019). En el caso de los vasos de resistencia, la principal alteracion
observada fue una disminuciéon de la vasodilataciéon endotelio dependiente que se
correlaciona con una disfuncion endotelial. Esta disfuncion endotelial también ha sido
observada por otros investigadores utilizando dietas hipergrasas durante 10 semanas
de alimentacion, periodo mas cortos que el desarrollado en nuestro modelo (Crawford
et al., 2019). Entre los mecanismos para esta disfuncién endotelial se han propuesto
alteraciones en la homeostasis vascular del 6xido nitrico debida al estrés oxidativo, y
citoquinas proinflamatorias como por ejemplo TNF-a e IL-18 que estan presentes en
situaciones de SM (Incalza et al., 2018). En nuestro modelo hemos demostrado un
aumento plasmatico significativo de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-18 que
podria explicar, al menos, en parte la disfuncion endotelial observada en arterias de
resistencia.

Es también importante sefalar que los resultados obtenidos en este trabajo
indican que en situaciones endocrino-metabdlicas los dafios vasculares son previos a
los dafios cardiacos, como se ha descrito en humanos. Asi, en un metaanalisis Loader
y colaboradores evaluaron el cambio en la reactividad vascular en todo el espectro de
la salud cardiometabdlica analizando datos de 193 estudios que incluian mas de 20.000
pacientes, demostrando que la reactividad vascular puede verse alterada precozmente,
incluso antes de manifestaciones clinicas de otras enfermedades cardiovasculares
(Loader et al., 2019). Sin embargo, se conoce aun poco sobre la progresion del dafo
vascular en el SM y se necesitan mas investigaciones para evaluar si las alteraciones
transitorias de la reactividad vascular, mediadas por varios factores dietéticos y de estilo
de vida, se convierten en alteraciones vasculares cronicas que desencadenan
complicaciones mas graves.

Como ya se ha indicado, en esta Tesis Doctoral, se plante6 también como
objetivo conocer si las alteraciones en el eje TLR4/MyD88/NLRP3 estaban implicadas
en las complicaciones cardiovasculares desarrolladas en un modelo de SM inducido por
una dieta hipergrasa e hipercalérica. Para ello, se analizaron, de nuevo, como primera
aproximacion, los niveles de expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en los tejidos,
cardiaco, vascular y renal tras el tratamiento con el antitumoral.
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La activacién del receptor TLR4 se ha relacionado con el desarrollo de
alteraciones cardiovasculares y renales en estas situaciones de SM (Ali et al., 2021; Liu
et al,, 2021; Vallés et al., 2023; Yu Wang et al., 2016a; Yu & Feng, 2018a). De hecho,
este receptor ha atraido la atencion como posible diana farmacoldgica en situaciones
de SM, ya que su modulaciéon podria corregir las alteraciones cardiometabdlicas en
situaciones de SM (Fresno et al., 2011; D. M. Rocha et al., 2016).

En esta Tesis Doctoral, se analizé la expresion de TLR4 y MyD88 en tejido
cardiaco, vascular y renal tras el desarrollo de SM por una dieta hipergrasa e
hipercalérica. Los resultados obtenidos muestran que la expresion del receptor TLR4 no
aumento a nivel cardiaco, ni renal, pero se produjo una disminucion clara en sus niveles
de expresion tanto a nivel de la aorta como de las arterias mesentéricas. En el caso del
mediador intracelular MyD88, los resultados obtenidos muestran un aumento en su
expresion a nivel renal y aodrtico, sin ocasionarse modificaciones a nivel cardiaco y
mesentérico. En relacién a los resultados a nivel cardiaco, se podria concluir que este
receptor y su via de sefializacion intracelular no estan activadas en las etapas
tempranas de desarrollo de SM. Estos resultados serian compatibles con la ausencia
de alteraciones funcionales a este nivel que se han observado en esta Tesis Doctoral.
Nuestros resultados difieren de los descritos por otros autores que han descrito, en un
modelo de diabetes, un aumento de la expresion de TLR4 y de MyD88 a nivel cardiaco
(Xiuyue Huo et al., 2019). Es mas, otros autores también han observado este aumento
a nivel de cardiomiocitos aislados de ratas con SM por dieta de cafeteria (H.-J. Yang et
al., 2020). Otros autores, sin embrago, han descrito que situaciones de hiperinsulinemia
provocan la disminucion en la expresion de TLR4 a nivel cardiaco, como un mecanismo
contrarregulador para proteger al miocardio frente a los efectos deletéreos de esa
situacion (De Laat et al., 2014). Por tanto, es posible que el tipo de intervencion dietética
y el grado de severidad en las alteraciones metabdlicas desarrolladas permitan explicar
estas diferencias. Mas estudios son necesarios para identificar el papel que juega la
activacion de la via de TLR4 en las alteraciones cardiacas por SM por dieta.

A nivel vascular, en la aorta, la disminucion en la expresién de TLR4 podria ser
debida a que este receptor se internaliza una vez que ha sido activado, puesto que su
dimerizacion inactiva la sefalizacion extracelular (Westphal et al., 2017). Mas aun, la
expresion de MyD88 esta significativamente aumentada en este tejido, lo que implica
que esta via de senalizacion intracelular esta activada. Este hecho indicaria que esta
via podria estar estimulada en nuestro modelo de SM y estar implicada en las
alteraciones vasculares observadas. Otros autores han mostrado, sin embargo, un
aumento en la expresion de TLR4 y MyD88 en aorta en ratas hembra alimentadas con
una dieta similar a la de esta Tesis Doctoral, relacionando dicha disfuncidon con estas
modificaciones (Kramer et al., 2018). También en otros modelos de enfermedades
cardiovasculares, como un modelo de hipertensiéon en ratén, se observé que la
inflamacién derivada del aumento de expresion de TLR4 y MyD88 estaba relaciona con
las alteraciones en la contraccién y relajacion dependiente de endotelio de la aorta
(Raquel Hernanz et al., 2012). En nuestro modelo, no se ha observado como dafio
funcional esta alteracién en la vasodilatacion endotelio dependiente en la aorta de los
animales, sino una disfuncién contractil. Esto sugiere ademas que el receptor TLR4 tiene
un papel distinto en el desarrollo de las diferentes patologias cardiovasculares y podria
justificar que nuestros resultados difieran de los mostrados en este estudio. En cuanto
al aumento del MyD88, como ya se ha mencionado anteriormente para la neuropatia
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causada por antitumorales, la activacién de MyD88 se ha involucrado también en la
neuropatia autondmica en situaciones de SM o diabetes mellitus tipo 2 (Zhao et al.,
2021). Por ultimo, el hecho de que se haya observado un aumento de la expresion de
MyD88 existiendo una disminucion de TLR4 no es extrafio, ya que se sabe que esta
proteina adaptadora regula la sefalizaciéon de las cascadas inflamatorias de varios
receptores TLR y de citoquinas (Bayer & Alcaide, 2021). Como se ha comentado
anteriormente, en nuestro modelo de SM por dieta se produce un aumento de citoquinas
proinflamatorias que a nivel de la aorta podria estar produciendo este aumento por rutas
distintas a TLR4 que activen MyD88. Sin embargo, en el territorio vascular de
resistencia, aunque la expresién de TLR4 también estaba ligeramente disminuida, la
expresion proteica de MyD88 no se modificd. Estos datos sugieren que las alteraciones
de esta via de sefializacion no estan involucradas en la disfuncion endotelial observada
en estas arterias en el modelo de SM por dieta desarrollado. Nuestros datos difieren con
los descritos por otros autores en los que se relaciond la presencia y/o activacion del
receptor TLR4 y MyD88 con la existencia de disfuncién endotelial en arterias cerebrales
en modelos de SM por dietas hipergrasas durante periodos de, al menos 16 semanas
de alimentacién (Jackson et al., 2015). De nuevo es posible que la alimentacion que
hayan recibido estos animales pueda haber influido en la gravedad y cronologia del
desarrollo de las complicaciones vasculares en los modelos de SM puesto que acidos
grasos saturados presentes en la dieta como el laurico, pueden activar el receptor (D.
M. Rocha et al., 2016; Rogero & Calder, 2018).

Por ultimo, al analizar la expresion de TLR4 y MyD88 en el tejido renal de los
animales del modelo de SM, se observd que no se produjeron cambios en la expresion
del receptor TLR4, sin embargo, aumento significativamente la expresién de MyD88. De
nuevo, nuestros resultados difieren parcialmente de los descritos por otros autores en
los que en estudios con modelos de obesidad y SM si que se ha observado un aumento
de la expresion de TLR4 y MyD88 a nivel renal (B. Zhang et al., 2008; M. Zhang et al.,
2015) y se ha relacionado con el dafo observado. En nuestros resultados si existe un
aumento claro en la expresion de MyD88, lo que indica que esta via esta activada a
nivel renal en los animales de nuestro modelo experimental. Como se ha comentado
antes, el MyD88 es una ruta a la que se le estan atribuyendo numerosas funciones ya
que coordina las cascadas inflamatorias de varios receptores TLR y de citoquinas (Bayer
& Alcaide, 2021), con lo que se podria sugerir que existe una activacioén de la via de los
TLR pero que el TLR4 de forma concreta no esta afectando al dafio renal observado en
los animales de nuestro modelo experimental. Mas estudios serian necesarios para
identificar qué receptor TLR esta implicado en el dafio renal.

El papel de la activacion del NLRP3 en alteraciones cardiovasculares y renales
asociadas a las alteraciones metabdlicas del SM se ha descrito recientemente (Pinar et
al., 2020a; A. Sharma et al., 2018). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral
muestran que la expresién de NLRP3 no se ha modificado en el tejido cardiaco, vascular
de resistencia y renal en los animales con SM por dieta. Sin embargo, en la aorta de
estos animales se observd un aumento significativo de su expresion. No se han
encontrado estudios en los que se analice la expresion de NLRP3 en modelos de SM
por dieta similares al desarrollado en esta Tesis Doctoral, sin embargo, otros estudios
llevados a cabo con modelos animales de diabetes mellitus tipo 2 han observado un
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aumento en la expresion de NLRP3 tanto en cardiomiocitos (L. Chen et al., 2022) como
a nivel renal (Ding et al., 2018; C.-H. Ma et al., 2015; W. Wang et al., 2015). Nuestros
resultados difieren de los de estos estudios y de nuevo, la complejidad de los
mecanismos y la cronologia en la que se ponen en marcha las complicaciones
cardiovasculares en los diferentes modelos animales podria explicar esta diferencia
(cita). De hecho, nuestros resultados indicarian que la via de NLRP3 no estaria
involucrada en las alteraciones funcionales en arterias mesentéricas y funcién renal
observadas en estos animales. En relacion al aumento de expresiéon de NLRP3 en aorta
de los animales con SM por dieta, los resultados estan de acuerdo con lo observado por
otros autores, que en un modelo de dieta hipergrasa en ratones observaron que el
NLRP3 habia aumentado su expresion en las zonas de la aorta donde se habian
desarrollado placas ateroscleréticas (L.-H. Wang et al., 2023). De hecho, se ha sefialado
que la activacion del inflamasoma del NLRP3 puede ser una etapa inicial en el proceso
inflamatorio que ocurre en los vasos sanguineos (Pavillard et al., 2018). Por otra parte,
este aumento en la expresién de NLRP3 podria estar involucrado en la disfuncion
contractil observada en este vaso. De hecho, un aumento en la expresién de NLRP3 se
ha relacionado con el desarrollo de la neuropatia diabética (Dwivedi et al., 2022). Este
aumento en la expresion de NLRP3 se correlacionaria con el aumento en los niveles de
IL-18 observados en los animales con SM de nuestro modelo experimental.
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5.4. Efecto de la administracion de TLR4-PA1 en las
alteraciones cardiovasculares inducidas en el modelo de

Sindrome Metabdlico por dieta. Implicacion del eje
TLR4/MyD88/NLRP3

En esta Tesis Doctoral, se ha planteado también como objetivo, analizar el efecto
que el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, tiene sobre las alteraciones
cardiovasculares observadas en el modelo de SM por dieta. Ademas, y dada la
relevancia que los cambios metabdlicos tienen en el desarrollo de las alteraciones
cardiovasculares asociadas a SM, se ha evaluado también como afecta la
administracion de este antagonista TLR4 en parametros generales como el peso,
ingesta, biomarcadores del metabolismo de la glucosa, biomarcadores del metabolismo
de los lipidos, estrés oxidativo y funciéon renal. Por ultimo, se ha analizado si este
tratamiento con el farmaco TLR4-PA1 era capaz de modificar los cambios en la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 ocasionada por el desarrollo de SM por dieta en
tejidos cardiovasculares y renal. Como ya hemos comentado, hay estudios que
muestran que antagonistas del receptor TLR4 mejoran los signos y sintomas asociados
a distintas enfermedades cardiovasculares, muchas de ellas relacionadas con el SM
(hipertension, aterosclerosis, isquemia cardiaca) (Haj-Mirzaian et al., 2021; R. Hernanz
et al., 2015; Paz-Garcia et al., 2023). Sin embargo, no hay estudios, hasta el momento,
que evaluen el efecto del farmaco ensayado en esta Tesis Doctoral, el antagonista
TLR4-PA1, para corregir las alteraciones en el sistema cardiovascular ocasionadas por
antitumorales, con lo que esta Tesis Doctoral es el primer estudio que analiza esta
posibilidad. Debido al nimero tan reducido de sustancias quimicas en fase clinica de
desarrollo como terapéuticas basadas en TLR4 (W. Gao et al.,, 2017b), los
investigadores sefialan la necesidad de avanzar en la caracterizacion preclinica de
nuevos compuestos. Paralelamente, sigue siendo importante ampliar la variedad
quimica de moduladores de TLR4 descubriendo nuevas moléculas activas (Zaffaroni &
Peri, 2018). Esta Tesis Doctoral, por tanto, contribuiria a poder identificar un nuevo
farmaco antagonista TLR4 como posible herramienta terapéutica para el tratamiento
conjunto de todas las alteraciones cardiometabdlicas presentes en el SM.

Como se ha mencionado en otros apartados de esta Tesis Doctoral, el SM es
una pluripatologia que constituye un factor de riesgo cardiovascular, siendo ejes
centrales de la misma la obesidad central, las alteraciones en la homeostasis de la
glucosa, las dislipemias y la hipertension arterial (Belladelli et al., 2022; Hayden, 2023;
Ren & Xu, 2015a). Por ello, resulta de interés analizar el efecto del antagonista TLR4-
PA1 sobre todos estos factores, con el fin de conocer su influencia sobre los mismos.

Los animales del modelo experimental de SM por dieta, llevado a cabo en esta
Tesis Doctoral, desarrollaron cambios en los patrones alimentarios que condujeron a
una ingesta calérica excesiva y, con ello, al desarrollo de obesidad abdominal. El
tratamiento con el antagonista TLR4 provocé una normalizacién en los patrones
alimentarios, reduciendo la ingesta calérica en aproximadamente 37 Kcal/dia, y con ello
provocd una normalizacion del peso, produciendo una disminucion de alrededor del 3%
la ganancia del mismo en los animales. Mas aun, esta reduccién de peso se tradujo
también en una normalizacion de los parametros antropométricos, a valores similares a
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los animales que no tenian SM. Nuestros resultados difieren de los obtenidos por otros
autores en diferentes modelos de obesidad, en los que el tratamiento de los animales
con el antagonista TAK-242, no produce cambios ni en el peso corporal de los animales,
ni en los indices de adiposidad, ni en la ingesta caldrica (Hong et al., 2020; Moser et al.,
2018; N. Zhang et al., 2015; Zhou et al., 2019). Hay que sefalar que estos estudios
mencionados se llevan a cabo con dosis mas bajas (1.5 mg/Kg - 5 mg/Kg) y por menores
periodos de tiempo (desde administracion aguda a periodo de 1 semana) que la pauta
de administracion utilizada en esta Tesis doctoral (10 mg/Kg durante 2 semanas). En
cualquier caso, hay autores que sefialan que la inhibicion del receptor TLR4 con
modelos transgénicos, ocasiona modificaciones muy variables en el peso corporal y la
adiposidad en respuesta a una dieta hipercaldrica e hipergrasa, encontrandose tanto
estudios en los que la ausencia de este receptor provoca un aumento de peso (Poggi et
al., 2007; Vijay-Kumar et al., 2011) como estudios en los que se describe una
disminucion del mismo (Pierre et al., 2013; Saberi et al., 2009), indicando que los
mecanismos pueden implicar en algunos casos alteraciones en la ingesta de alimentos
(Poggi et al., 2007; Shi et al., 2006) y en otros cambios en el gasto energético (Pierre et
al., 2013; Saberi et al., 2009). Estas discrepancias pueden deberse a la alteracion
genética de TLR4, al sexo o cepa del ratdn utilizado y/o diferencias en la composicion o
duracion de la dieta hipercaldrica (N. Zhang et al., 2015). Ademas, también se sabe que
el antagonista TAK-242 se une al dominio intracelular del receptor TLR4 (Ono et al.,
2020) y el TLR4-PA1 a la proteina correceptora CD14 a nivel extracelular (Piazza et al.,
2010) pudiendo inhibir de distinta manera este receptor. En cualquier caso, el efecto que
el antagonista TLR4-PA1 utilizado en esta Tesis Doctoral provoca en el comportamiento
alimentario y ganancia de peso de los animales en situacién de SM es claro, y podria
sugerirse como una buena herramienta farmacoldgica para la modulaciéon de estos
parametros.

En cuanto a las alteraciones de la homeostasis de la glucosa, los animales del
modelo de SM por dieta desarrollado en esta Tesis Doctoral mostraron un perfil glucidico
compatible con la existencia de diabetes mellitus de tipo 2. Ademas, presentaron un
indice HOMA-IR y HOMA-B indicativos de resistencia la insulina. El bloqueo del receptor
TLR4 en los animales con SM corrigio este perfil glucidico, ya que disminuyé los niveles
de glucemia mejorando también el indice HOMA-B, lo que sugiere un mejor
funcionamiento de las células B pancreaticas. Hay que mencionar que el tratamiento con
el antagonista TLR4-PA1 no logré6 mejorar los niveles plasmaticos de insulina y la
resistencia a ésta. No se han encontrado estudios que analicen el efecto
hipoglucemiante de antagonistas del receptor TLR4 en modelos experimentales de
diabetes de tipo 2 o de SM. Unicamente un estudio menciona que ratones diabéticos en
los que se ha realizado un trasplante con células pancreaticas previamente tratadas con
TAK-242 tiene mejores niveles de glucemia que los trasplantados con islotes no tratados
con este antagonista (Chang et al., 2018). Nuestros resultados también muestran que
el bloqueo del receptor TLR4 puede ejercer este efecto hipoglucemiante, siendo el
primer estudio en mostrar este efecto en un modelo de SM por dieta. Por otra parte, se
sabe que el receptor TLR4 juega un papel importante en la resistencia a la insulina, y
que tanto en animales como en sujetos con resistencia a la insulina existe un aumento
en la expresion de TLR4 en los tejidos sensible a la accion de la misma (Reyna et al.,
2008; Shi et al., 2006). Sin embargo, tampoco hay muchos estudios que analicen el
efecto del bloqueo del receptor TLR4 sobre el perfil insulinico en situaciones de SM. Los

212



Discusion

escasos trabajos que se encuentran muestran que, tanto en lineas celulares como en
modelos de obesidad por dieta, el antagonista TAK-242 es capaz de mejorar la
capacidad de la insulina para suprimir la produccion hepatica de glucosa, y que este
antagonista mejora resistencia a la insulina también a nivel muscular (Hussey et al.,
2012; N. Zhang et al., 2015). Otros estudios con ratones knock out para el receptor TLR4
indican que la ausencia de esta proteina mejora también la sensibilidad a la insulina (Jia
et al., 2014; Poggi et al., 2007; Radin et al., 2008) Nuestros resultados no permiten
determinar de forma clara si el antagonista TLR4-PA1 mejora la resistencia la insulina
ya que no corrige ni la hiperinsulinemia ni el indice HOMA-IR en los animales con SM,
sin embargo, si parece mejorar la funcién B pancreatica. En general, los estudios
sefalan que existe también aun cierta controversia al efecto que este bloqueo TLR4
puede tener sobre la sensibilidad o resistencia a la insulina. Mientras que algunos
estudios informan de un aumento de la accion de la insulina en el tejido adiposo, el
musculo y el higado en modelos animales Knock out para el receptor TLR4 (Jia et al.,
2014; Shi et al., 2006), otros cuestionan estas mejoras (Poggi et al., 2007; Galbo et al.,
2013). De nuevo, las discrepancias pueden ser explicadas por el diferente mecanismo
de accion de los farmacos para bloquear los receptores TLR4 o por las diferencias en el
peso molecular y la solubilidad lipidica de los compuestos, ya que estas propiedades
fisicas y quimicas podrian afectar a la biodisponibilidad, solubilidad, capacidad de
absorcion y/o distribucion en los tejidos. También otros factores como el modelo animal,
o la naturaleza de la intervencion dietética puede introducir factores que contribuyen a
las diferencias observadas entre los distintos estudios (N. Zhang et al., 2015).

Por ofra parte, en los animales del modelo de SM por dieta se observé un
aumento en los niveles plasmaticos de triglicéridos, colesterol y LDL, junto con un
aumento en los niveles de HDL. El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4,
TLR4-PA1 corrigid la dislipemia observada en los animales con SM, sin afectar a los
niveles plasmaticos de HDL. Este efecto sobre el perfil lipidico ocasionado por el
antagonista TLR4-PA1 podria estar relacionado con los cambios producidos por este
farmaco en los patrones de alimentacion y la disminucién en la ingesta calérica. Aunque,
ya se ha comentado anteriormente, los resultados sobre los cambios que en la ingesta
caldrica y patrones alimentarios producen tanto con el bloqueo de TLR4, como con la
ausencia de este receptor son controvertidos (Galbo et al., 2013; Jia et al., 2014; Poggi
et al.,, 2007; Shi et al., 2006) y hacen dificil comparar nuestros resultados con los
existentes. Sin embargo, hay estudios en los que se demuestra que la reduccion en el
peso corporal y cambios en la ingesta calérica en modelos animales de SM modifican
este perfil lipidico (Bejarano & Cuixart, 2011). Pero también es posible que el bloqueo
del receptor TLR4 ocasione estos cambios en el metabolismo lipidico de manera directa.
Asi, diferentes estudios han mostrado que inhibidores de TLR4 pueden mejorar el perfil
lipidico y las lesiones ateroscleroticas en modelos de obesidad, indicando que esta
mejora se debe a su efecto antiinflamatorio (Gu et al., 2019; L. Xiao et al., 2020; G. Ye
etal., 2022; K. Zhang et al., 2023). Estos efectos beneficiosos en el perfil lipidico también
se han visto en modelos de arterosclerosis con ratones Knock out para receptor TLR4
(Cao et al., 2017). Nuestros resultados estan de acuerdo con estos autores y muestran,
por primera vez, el efecto beneficioso del antagonista TLR4-PA1 sobre el metabolismo
lipidico en situaciones de SM.

Los trastornos del equilibrio oxidativo-antioxidante contribuyen en gran medida a
la patogénesis de las enfermedades metabdlicas y a sus complicaciones
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cardiovasculares asociadas, ya que el aumento y la alteracion de la generacion de
especies reactivas de oxigeno por el tejido adiposo excedente puede conducir a un
mayor estrés oxidativo (Manzoor et al., 2022; Swigtkiewicz et al., 2023). Los resultados
de esta Tesis Doctoral muestran que los animales en los que se ha desarrollado SM por
dieta presentan un estado generalizado de estrés oxidativo, confirmado por los altos
niveles plasmaticos de MDA que poseen. El tratamiento con el antagonista de
receptores TLR4-PA1 revirtid este aumento en los niveles plasmaticos de MDA en los
animales con SM, corrigiendo este estado oxidativo. Se sabe que la activacion de la via
del receptor TLR4 puede causar inflamacion crénica y una mayor produccion de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno; por lo que los farmacos o sustancias que
actuen sobre ella pueden prevenir o mejorar este estrés oxidativo (Lucas & Maes,
2013a)). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran que el farmaco
TLR4-PA1 que bloquea esta via es capaz de tener este efecto. Otros autores también
han demostrado que el bloqueo con antagonistas de TLR4 disminuye los niveles de
MDA plasmaticos o tisulares en modelos de neuroinflamacion por estrés (Garate et al.,
2014), dano cardiaco por ferroptosis (D. Chen et al., 2023), o dafio retinocoroideo por
endotoxemia (Ekici et al., 2014). Mas aun, distintos estudios también han demostrado
que el antagonista TAK-242 puede disminuir los niveles de MDA tisular en pancreatitis
o dafo retiniano causados por dietas altas en grasa o diabetes tipo 1 (Hong et al., 2020;
W. Zhang et al., 2019). Nuestros datos estan en consonancia con los descritos por estos
autores, y son los primeros en identificar este efecto antioxidante del antagonista TLR4-
PA1 en un modelo de SM por dieta en ratas. El efecto antioxidante ocasionado por
antagonistas TLR4 descrito en los estudios mencionados va muy unido al efecto
antinflamatorio que ejercen estos farmacos (D. Chen et al., 2023; Ekici et al., 2014;
Garate et al., 2014; Hong et al., 2020; W. Zhang et al., 2019). Sin embargo, los
resultados de esta Tesis Doctoral no han podido confirmar este paralelismo del efecto
antioxidante con el posible efecto antiinflamatorio del farmaco TLR4-PA1 ya que no se
han determinado los niveles de citoquinas proinflamatorias en los animales con SM tras
el tratamiento en este antagonista. Mas estudios serian necesarios para confirmar este
hecho.

Como se ha comentado anteriormente en esta seccion de “Discusion” de la Tesis
Doctoral, el SM provoca dafios renales que incluyen cambios tanto morfolégicos como
funcionales (S. Chen et al., 2021). Los animales del modelo de SM por dieta desarrollado
en esta Tesis Doctoral presentaron este dafno renal, mostrando niveles plasmaticos
elevados de creatinina. El tratamiento de estos animales con SM con el antagonista de
receptores TLR4, TLR4-PA1, corrige la elevacién en los niveles de creatinina que
presentaban, indicando una mejora en la funcion renal de estos animales. Otros autores
también han descrito que el bloqueo con antagonistas de TLR4 restaura el dafio renal
ocasionado en situaciones de endotoxemia (Fenhammar et al., 2011, 2014), en lesiones
renales agudas (Mohammad et al., 2018), o en dafio hepato-renal por acetaminofeno
(Salama et al., 2015), disminuyendo tanto marcadores plasmaticos como tisulares de
este dafo. Aunque no se han encontrado estudios que analicen el efecto de
antagonistas TLR4 en modelos de SM o similares como diabetes mellitus de tipo 2, si
hay algunos estudios que describe, en el dafio renal ocasionado en diabetes mellitus de
tipo 1 la mejora de la nefropatia por antagonistas TLR4 (Kajiwara et al., 2017; Yiyang
Wang et al., 2023; Zhou et al., 2019). Por otra parte, los principales mecanismos
propuestos en estos estudios para los efectos de mejora en el dafo renal son la
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capacidad antiinflamatoria y antioxidante de estos farmacos antagonistas. Nuestros
datos estan en consonancia con los descritos por estos autores, y son, de nuevo, los
primeros en identificar la mejora en la funcion renal por un antagonista TLR4 en un
modelo de SM por dieta en ratas. Sin embargo, no hemos podido confirmar si la mejora
en los niveles de creatinina por parte del antagonista TLR4-PA1 se deben a su efecto
antiinflamatorio o antioxidante como han propuesto otros estudios ya que, como se ha
comentado en el parrafo anterior, no se han determinado los niveles de citoquinas
proinflamatorias en los animales con SM tras el tratamiento en este antagonista.
Tampoco se han determinado los niveles de MDA u otras enzimas implicadas en el
estrés oxidativo a nivel renal, para confirmar que esta mejora se debe a su efecto
antioxidante. Mas estudios serian necesarios para confirmar estos mecanismos.

Dentro de esta Tesis Doctoral, otro de los objetivos principales planteados fue
evaluar el efecto que el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, tiene sobre las
alteraciones cardiovasculares observadas en el modelo de SM por dieta. Para ello se
han evaluado, de la misma manera que en el modelo de administracion por Cisplatino,
tanto parametros generales de presién arterial y frecuencia cardiaca, como otros mas
especificos como la funcion cardiaca basal y la reactividad vascular en vasos de
conductancia y resistencia tras el tratamiento con este antagonista en los animales que
a su vez habian desarrollado SM.

En el modelo de SM por dieta llevado a cabo en esta Tesis Doctoral, los animales
desarrollaron una hipotensién arterial compatible con una disfuncién autonémica
cardiovascular, que no se acompafoé con una afectaciéon de la FC. El tratamiento con el
antagonista TLR4-PA1 corrigié esta hipotensién, provocando también un aumento en la
FC de los animales. Como ya se ha comentado con anterioridad, estos cambios en la
presién arterial de los animales con SM podria ser debida a la existencia de una
neuropatia autonémica cardiovascular, consecuencia de la neuroinflamacién en esta
patologia (Bakkar et al., 2020; Rochlani et al., 2017; Williams et al., 2019¢). En los
ultimos anos, se ha identificado la activacion de via de sefalizacién del receptor TLR4
como un mecanismo clave en este proceso de neuroinflamacion (MacDowell et al.,
2014; McCauley & Baloh, 2019; Y. Peng et al., 2019), siendo los antagonistas de esta
via propuestos como estrategias farmacoldgicas prometedoras para su control y el de
las patologias asociadas a ella (Oo et al., 2020). Revisando la literatura no se han
encontrado estudios que analicen el papel de los antagonistas TLR4 en la neuropatia
autonomica cardiovascular asociada a SM o diabetes, es mas, solo se ha encontrado
un estudio que involucra la activacion de la via TLR4 en la neuropatia autonémica
entérica causada por una dieta de cafeteria en ratones (L. Ye et al., 2020). Si se han
encontrado estudios que demuestran el uso de antagonistas TLR4 en la mejora de la
neuropatia sensorial de distintos origenes, tales como, la causada por antitumorales
(Yan Li, Adamek, et al., 2015; Yan Li, Zhang, et al., 2015; Hongmei Zhang et al., 2016),
por fendmenos de autoinmunidad (Oladiran et al., 2021), o de origen neuropatico (Jurga
et al.,, 2016, 2018), e incluso en las alteraciones sensoriales ocasionadas por la
neuroinflamacién en la obesidad (Moser et al., 2018; Tramullas et al., 2016). También
existen en la literatura estudios en los que la hipotensiéon ocasionada por neuropatias
por endotoxemia es restaurada con el uso de antagonistas TLR4 (Stefan Ehrentraut et
al.,, 2011; Fenhammar et al., 2011), mejorando los dafos microcirculatorios que
ocasiona la inflamacién generada por la sepsis a ese nivel (Yeh et al.,, 2012) y
potenciando las respuestas contractiles vasculares (S Ehrentraut et al., 2007). Nuestros
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resultados, aunque en un modelo experimental diferente, estarian de acuerdo con los
mencionados en estos estudios, siendo de nuevo la primera vez que se demuestra que
un antagonista de receptores TLR4 podria restaurar la disfuncion autondémica
cardiovascular en las etapas iniciales del SM. Los efectos observados que el antagonista
TLR4-PA1 ejerce sobre la frecuencia cardiaca podrian deberse también a un efecto
sobre el tomo simpatico cardiaco. Hay, también que mencionar que, estudios en
modelos experimentales de hipertension en los que existe una disfuncién autonémica
de sistema nervioso simpatico (diferente a la que se observa en nuestro modelo) los
antagonistas TLR4 también han sido capaces de corregir la hipertensién arterial
asociada a la misma por su efecto modulador de esta actividad simpatica tanto a nivel
periférico como disminuyendo la activacion de la glia a nivel centro paraventricular
(Mowry et al., 2021; M.-L. Wang et al., 2018).

La funcién cardiaca basal en los animales del modelo de SM por dieta
desarrollado en esta Tesis Doctoral no mostraron modificaciones en la misma, ni
presentaron cambios relevantes a nivel de los indices de masa cardiacos. El tratamiento
con TLR4-PA1 tampoco produjo ningun cambio en esta funcion cardiaca basal de los
animales ni en los indices de masa cardiacos. Numerosos estudios han demostrado que
la activacion del receptor TLR4 aumenta la liberaciéon de citocinas proinflamatorias que
desempenan un papel fundamental en la inflamacién miocardica, en particular en la
miocarditis, el infarto de miocardio, la lesién por isquemia-reperfusion y la insuficiencia
cardiaca (Di et al., 2016; Z. Xiao et al., 2020). De hecho, distintos autores han descrito
la mejora en la disfunciéon miocardica, y en el remodelado cardiaco tras la administracion
de antagonistas TLR4 en distintos modelos de alteraciones cardiacas (Paz-Garcia et al.,
2023; X. Zhang et al., 2014), y también en ratones Knock out para el receptor TLR4
(Avlas et al., 2011; Dong et al., 2012; Theobald et al., 2023). Mas aun, también se ha
visto este efecto beneficioso en modelos Knock out para el receptor TLR4 en los que se
habia desarrollado SM por dieta (N. Hu & Zhang, 2017). En nuestro modelo experimental
al no haber ningun dafio a nivel cardiaco no se ha podido confirmar si el antagonista
TLR4 ensayado, TLR4-PA1, podria ejercer efectos beneficiosos en patologias cardiacas
asociadas a SM. Lo que si podemos afirmar es que el antagonista TLR4-PA1 no
ocasionaria alteraciones cardiacas relevantes en situaciones en las cuales la funcion
cardiaca fuera normal.

Respecto a la funcionalidad de los vasos sanguineos, los animales del modelo
de SM por dieta llevado a cabo en esta Tesis Doctoral presentaron afectaciones distintas
en vasos de conductancia o de resistencia. Asi, en los territorios de conductancia se
observé una hiporreactividad contractil y en los de resistencia una disfuncion endotelial.
El tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 no fue capaz de revertir la hiporreactividad
en aorta, pero si corrigio la disfuncién endotelial observada en la arteria mesentérica.
Mas aun, fue también capaz de potenciar la vasodilatacion no dependiente de endotelio
en este vaso de resistencia por encima de la observada en animales sin SM. El receptor
TLR4 esta expresado en el endotelio y se ha demostrado que desempefia un papel
clave en el desarrollo de la disfuncion endotelial y la inflamacién vascular (Theofilis et
al., 2021; Yu Wang et al., 2016b). En los ultimos afios se ha analizado la utilidad del
bloqueo del receptor TLR4 en el tratamiento de la disfuncion endotelial en distintos
modelos animales tanto de Diabetes de tipo 1 como Diabetes de tipo 2, analizandose
su efecto ademas en distintos territorios vasculares (aorta, mesentérica, arterial
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peneanas, o carotida) (Carrillo-Sepulveda et al., 2015; Kramer et al., 2018; Matsumoto
et al.,, 2020; Nunes et al., 2018; Romacho et al., 2020) , y de células sometidas a
situaciones de hiperglucemia (Carrillo-Sepulveda et al., 2015). En todos estos estudios
los resultados son similares mostrando la mejora en la disfuncién endotelial en los
distintos territorios vasculares, asi como sefialando que este efecto beneficioso se debe
tanto al efecto antioxidante como antiinflamatorio del antagonista, lo que mejora la
disponibilidad de éxido nitrico a nivel vascular. También se ha descrito que estos
antagonistas son capaces de reducir las respuestas contractiles dependientes del
endotelio y de reducir el tono vascular (Carrillo-Sepulveda et al., 2015). También
estudios en ratones Knock out para el receptor TLR4 han demostrado que la ausencia
de éste protege frente al dafio endotelial en situaciones de diabetes u obesidad (citas;
Kim et al., 2007; Liang et al., 2013). Nuestros resultados también han mostrado que el
antagonista TLR4-PA1 es capaz de corregir la disfuncion endotelial en arterias de
resistencia en animales con SM. Mas aun, este antagonista es capaz de aumentar
también en este territorio vascular la vasodilatacion endotelio independiente. Este ultimo
hecho también ha sido observado por otros autores (Matsumoto et al.,, 2020) y
corroboraria el posible efecto directo de este farmaco a nivel vascular que se ha
comentado en ocasiones anteriores en esta “Discusién”. Por ultimo, el hecho de que
este antagonista TLR4-PA1 no haya sido capaz de restaurar la hiporreactividad
observada en aorta puede deberse bien a que los cambios en esta funcién contractil no
son significativos o bien a que la densidad o grado de activacion de los receptores TLR4
antes la situacion de SM sea diferente entre los distintos territorios vasculares (de Kleijn
& Pasterkamp, 2003; S. Sharma et al., 2016b).

Dentro de los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral, se quiso evaluar el
efecto que el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, tiene sobre las alteraciones
en la expresion de proteinas del eje TLR4/MyD88/NLRP3 observadas en el modelo de
SM por dieta. Para ello, se ha evaluado la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en los
tejidos cardiaco, vascular y renal en el SM. Hay que mencionar que en este modelo de
SM por dieta tampoco no se incluye en esta Tesis Doctoral, el andlisis de la expresion
de estas proteinas, tras el tratamiento con TLR4-PA1, en la arteria mesentérica ya que
como mencionamos en el apartado de “Resultados” no fue posible completarlos por
problemas técnicos.

Como se ha comentado en apartados anteriores, la expresion de TLR4, MyD88
y NLRP3 en tejido cardiaco, vascular y renal tras el desarrollo de SM por dieta no siguid
un patron claro. Asi, en el ventriculo izquierdo de los animales con SM por dieta, la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 no se modifico. En la aorta de animales con SM
por dieta, la expresion de TLR4 disminuyd, aumentandose ligeramente la de MyD88 y
NLRP3. Por ultimo, a nivel renal, los animales con SM por dieta no modificaron la
expresion de TLR4 ni NLRP3, aumentando ligeramente la de MyD88. El efecto ejercido
por el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 en la expresion de estas proteinas
tampoco siguidé un patron definido. Asi, este antagonista no modificé la expresion de
TLR4, MyD88 y NLRP3 a nivel cardiaco ni modifico tampoco la expresion de TLR4 en
la aorta de los animales con SM, pero si fue capaz de disminuir la expresion de MyD88
y NLRP3, siendo esta disminucidon mas marcada en la primera de estas proteinas. Por
ultimo, a nivel renal, el antagonista TLR4-PA1 no modifico la expresiéon de TLR4 de los
animales con SM por dieta, pero ocasioné un aumento claro en la expresion de MyD88
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y NLRP3 en este tejido. Al revisar la literatura cientifica, no se han encontrado estudios
en los que se analizaran cambios en la expresidn de estas proteinas a nivel
cardiovascular y renal tras el tratamiento con antagonista TLR4 en modelos animales
de SM. Sin embargo, si se ha descrito la disminucion en la expresion de receptores
TLRA4, tras el tratamiento con antagonistas TLR4, en tejido renal o podocitos en modelos
animales de nefropatia por diabetes mellitus de tipos 1 (Zhou et al., 2019; Zhu et al.,
2018), en macrofagos y cultivos celulares de células musculares lisas de aorta en
modelos de arteriosclerosis por dietas altas en grasas (Gu et al., 2019; L. Xiao et al.,
2020; G. Ye et al., 2022), o en cardiomiocitos en modelos de ferropotosis (D. Chen et
al., 2023). Nuestros resultados difieren de los mostrados en los estudios mencionados,
ya que el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1 no modificd la expresion de los
receptores TLR4 en ninguno de los tejidos analizados. Esta diferencia puede deberse a
que en los modelos descritos por otros autores la expresion de esta proteina estaba
significativamente aumentada por la situacion patoldgica provocada, pero no sucede asi
en nuestro modelo experimental. En relacién a la expresion de MyD88, solo se han
encontrado dos estudios en los que se analicen los cambios en la expresién de esta
proteina tras el tratamiento con antagonistas TLR4, que muestran que estos
antagonistas causan una disminucién en la expresion de MyD88 en la arteria
mesentérica en un modelo de diabetes mellitus de tipo 1 (Carrillo-Sepulveda et al., 2015)
y a nivel del nucleo paraventricular en un modelo de ratas prehipertensas (M.-L. Wang
et al., 2018). Los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral estarian en consonancia con
lo mencionado por estos trabajos, ya que el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1
disminuye la expresién de esta proteina a nivel del tejido adrtico. Sin embrago, este
farmaco produjo un inesperado aumento en la expresion de esta proteina a nivel renal,
que no parece correlacionar tampoco con los datos funcionales obtenidos. Se sabe que
la proteina MyD88 media los efectos de diferentes subtipos de receptores TLR y podria
ser posible que a nivel renal sea la participacion de otro receptor diferente al subtipo
TLR4 la que active esta via. De hecho, en el dafio renal en modelos animales de
diabetes mellitus de tipo 1, se ha involucrado también la activacion de la via
TLR2/MyD88 (Kajiwara et al., 2017). Son, por tanto, necesarios mas estudios para poder
explicar este hecho. En cuanto a la expresion de la proteina NLRP3 en los tejidos
analizados tras el tratamiento con el antagonista TLR4-PA1, de nuevo se obtuvo un
resultado inesperado ya que este antagonista aumenté significativamente la expresion
de la proteina NLRP3 a nivel renal. De la misma forma que hemos comentado antes, es
posible que la activacién de esta via no se deba a la participacion del receptor TLR4
sino a otras citoquinas y/o mediadores que la puedan activarla (Pinar et al., 2020b). No
se han encontrado estudios en la literatura que analicen los cambios en la expresion de
este inflamasoma en tejidos tras el bloqueo de los receptores TLR4 que permitan
comparar el resultado obtenido en esta Tesis Doctoral. Son, por tanto, necesario mas
estudios para analizar el resultado obtenido.

Para finalizar, hay que comentar, que el analisis de todos los estudios sobre las
modificaciones en la expresion de proteinas implicadas en la activacion de la via
TLR4/MyD88, asi como la de la via NLRP3, muestran que se trata de vias de
sefalizaciéon muy complejas, ya que estos sistemas estan muy interrelacionados. Asi, el
bloqueo de una de las rutas de activacién podria ocasionar cambios en otras. Ademas,
son vias que pueden estimularse por multiples ligandos que en ocasiones pueden actuar
en funcion del estado de la via por uno o varios mecanismos. Todo ello, hace complejo
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un analisis exhaustivo de las consecuencias del bloqueo farmacoldgico. Por estas
razones, segun nuestro punto de vista, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral
sobre los cambios en la expresion de las proteinas TLR4, MyD88 y NLRP3 tras el
bloqueo con un antagonista TLR4, servirian para poder seguir identificando la
farmacologia de estos compuestos y permitir identificar si el uso de estos antagonistas
es una buena herramienta para el tratamiento o prevencién de las patologias
cardiovasculares asociadas a una situacién de SM.
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Conclusiones

Modelo de complicaciones cardiovasculares por administracion croénica de
Cisplatino y su modulacion por el antagonista TLR4, TLR4-PA1.

1.

El tratamiento crénico con Cisplatino ocasiona alteraciones cardiovasculares,
dosis-dependientes, que afectan de manera diferente a los distintos territorios
cardiovasculares.

Durante el tratamiento crénico con Cisplatino la disfuncion endotelial en vasos de
conductancia y el dafio renal aparecen desde dosis bajas, mientras que la
existencia de hipotension, disfuncién ventricular izquierda, disfuncién endotelial
en vasos de conductancia e hiporreactividad en vasos de resistencia requiere
dosis mas altas para su aparicion.

El tratamiento crénico con Cisplatino produce una situacion de estrés oxidativo y
un estado inflamatorio generalizado que cursa con un aumento en los niveles
plasmaticos de IL-18. El efecto pro-oxidativo y pro-oxidante del Cisplatino es
dosis-dependiente.

El tratamiento crénico con Cisplatino provoca cambios en la expresiéon de los
receptores TLR4 y NLRP3, asi como en el MyD88 en tejidos cardiovasculares y
renal que son dosis- dependientes. Estos cambios son mucho mas importantes a
nivel renal que en los tejidos cardiaco o vascular, siendo la expresiéon de NLRP3
la mas afectada en los tres tejidos. Estos cambios se correlacionan con las
alteraciones funcionales cardiovasculares y renales desencadenadas por el
tratamiento crénico con Cisplatino.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, es capaz de
corregir las alteraciones cardiovasculares ocasionadas por el tratamiento crénico
con Cisplatino.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1 no mejora el
estado oxidativo de los animales tras el tratamiento crénico con Cisplatino.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, disminuye la
expresion de NLRP3 a nivel cardiaco, lo que puede estar relacionado con la
mejora en la disfuncion ventricular izquierda que ocasiona.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, no modifica la
expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 a nivel vascular, por lo que esta via no
parece estar involucrada en sus efectos a este nivel.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, disminuye la
expresion de TLR4 y NLRP3 a nivel renal, lo que podria tener consecuencias en
la funcién renal.
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Modelo de complicaciones cardiovasculares de Sindrome Metabdlico (SM) por
dieta y su modulacion por el antagonista TLR4, TLR4-PA1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

El tratamiento de los animales con una dieta hipergrasa e hipercalérica durante
20 semanas ocasiona los principales factores que caracterizan el SM: obesidad
central, dislipemias y alteraciones en el metabolismo de la glucosa,
confirmandose el modelo desarrollado como un modelo valido de SM por dieta.

El modelo de SM por dieta no ocasiona todas las alteraciones cardiovasculares
descritas en estas situaciones, provocando hipotension, alteraciones a nivel
renal, y unicamente afectacion en los vasos de resistencia en los que aparece
disfuncion endotelial. En el modelo de SM por dieta no se desarrollan ni
alteraciones cardiacas, ni alteraciones en vasos de conductancia.

El desarrollo de SM por dieta produce una situacién de estrés oxidativo y un
estado inflamatorio, que cursa con un aumento en los niveles plasmaticos IL-
12p7, IL-18, IFN-y y TNF-a.

Las caracteristicas endocrinometabdlicas, de estado oxidativo e inflamatorio, y
las alteraciones observadas a nivel cardiovascular y renal permiten considerar el
modelo de SM por dieta como un modelo de SM en sus etapas tempranas de
desarrollo.

El desarrollo de SM por dieta Unicamente ocasiona cambios en la expresion de
TLR4, MyD88 y NLRP3 en vasos de conductancia, no modificando su expresion
ni en corazon, ni en rifidn, ni en vasos de resistencia. Estos cambios no parecen
correlacionarse con las alteraciones funcionales cardiovasculares y renales
observadas en este modelo.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, es capaz de
corregir las alteraciones endocrinometabdlicas, renales y cardiovasculares
ocasionadas por el SM por dieta.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1, mejora el
estado oxidativo de los animales en el modelo de SM por dieta.

El tratamiento con el antagonista de receptores TLR4, TLR4-PA1 corrige
parcialmente las alteraciones en la expresion de MyD88 y NLRP3 en vasos de
conductancia, no afectando la expresion de TLR4, MyD88 y NLRP3 en corazoén.
El tratamiento con este antagonista si ocasiona cambios en la expresion de
MyD88 y NLRP3 a nivel renal que requieren un estudio mas profundo para
identificar su implicacion en las complicaciones renales en este modelo
experimental.
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