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COX: Ciclooxigenasa  

CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo (de Conective Tisuue Growth Factor) 

ECA: Enzima conversora de angiotensina 

ECE: Enzima conversora de endotelina 

EDHF: Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (Endothelium-derived Hyperpolarizing 
Factor). 

EDRF: Factor relajante derivado del endotelio (Endothelium-derived Relaxing Factor) 

eNOS/NOS3: Óxido nítrico sintasa endotelial 

ET-1: Endotelina 1 

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor) 



TESIS DOCTORAL MARÍA GONZÁLEZ NÚÑEZ 
 

XVIII 
 

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 

GC: Gasto cardiaco 

GDF: Factor de crecimiento y diferenciación (Growth and differentiation Factor) 

GMPc: Guanosín 3´,5´ monofosfato cíclico 

HAP: Hipertensión arterial pulmonar primaria 

HASMC: Células humanas de músculo liso de aorta (Human Aortic Smooth Muscle Cells) 

HDL: Lipoproteínas de alta densidad (High Density Lipoproteins) 

HHT: Telangiectasia Hemorrágica Hereditaria (Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia) 

HIF: Factor inducible por hipoxia (Hypoxia Inducible Factor). 

HMEC: Células epiteliales mamarias humanas (Human Mammary Epithelial Cells) 

HMVEC: Células endoteliales microvasculares humanas (Human Microvascular Endothelial 
Cells) 

HPAEC: Células endoteliales de arteria pulmonar humana (Human Pulmonary Artery 
Endothelial Cells) 

HTA: Hipertensión arterial 

HUVEC: Cultivo primario de células endoteliales humanas derivadas de la vena umbilical 
humana (Human Umbilical Vein Endothelial Cells). 

ICAM: Molécula de adhesión intercelular (Intercellular Adhesion Molecule) 

IL: Interleucina 

IP3: Inositol 3 fosfato 

KDa: Kilo daltons 

KLF: Factor similar a Krüppel (Krüppel Like Factor) 

LDL: Lipoproteínas de baja densidad (Low Density Lipoproteins). 

L-NAME: Nω-nitro-L-arginina-metil-ester 

LPS: Lipopolisacárido 

MAEC: Células endoteliales aórticas murinas (Mouse Aortic Endothelial Cells) 

MAPK: Proteínas quinasas activadas por mitógenos (Mitogen-activated protein kinase) 

MEC: Matriz extracelular 

MGP: Proteínas Gla de la matriz (Matrix Gla Protein) 
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ML: Músculo liso 

MLEC: Células endoteliales de pulmón de ratón (Mouse Lung Endothelial Cells) 

MLV: Músculo liso vascular 

NA: Noradrenalina 

NES: Señal de exportación nuclear (Nuclear Export Signal) 

NF-κB: Factor nuclear κB  

NGF: Factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor) 

NLS: Secuencia de localización nuclear (Nuclear Localization Sequence) 

NO: Óxido nítrico (Nitric Oxide) 

PA: Presión arterial 

PAD: Presión arterial diastólica 

PAF: Factor activador de las plaquetas 

PAI: Inhibidor del activador del plasminógeno (Plasminogen activator inhibitor-1) 

PAM: Presión arterial media 

PAS: Presión arterial sistólica 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (Platelet derived growth factor) 

PG: Prostaglandina 

PGI2: Prostaciclina 

PKA: Proteina quinasa dependiente de AMPc 

PKG: Proteina quinasa dependiente de GMPc 

PL: Fosfolipasa  

PNA: Péptido natriurético atrial 

RGM: Moléculas de orientación repulsiva (Repulsive Guidance Molecules) 

RLO: Radicales libres de oxígeno 

RS: Retículo sarcoplásmico 

RV: Resistencia vascular  
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RVPu: Resistencia vascular pulmonar 

SMADS: small mothers against decapentaplegic 

SNV: Sistema nervioso vegetativo 

SNVPS: Sistema nervioso vegetativo parasimpático 

SNVS: Sistema nervioso vegetativo simpático 

SRA: Sistema renina-angiotensina 

siRNA: pequeño ARN de interferencia (small interference RNA) 

RPS13: Proteína Ribosomal S13 (Ribosomal protein S13) 

TAC: Constricción aórtica torácica 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante-β (Transformant Growth Factor-β) 

TIMP: Inhibidores tisulares de Metaloproteinasas (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor-α) 

t-PA: Activador del plasminógeno tisular 

TβRI: Receptor tipo I de TGF-β 

TβRII: Receptor tipo II de TGF-β 

TXA: Tromboxano 

VCAM: Molécula de adhesión de células vasculares (Vascular Cell Adhesion Molecule) 

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular Endothelial Growth Factor) 

VEGFR: Receptor del Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular Endothelial 
Growth Factor Receptor) 

VMC: Células vasculares mesenquimales (Vascular Mesenchymal Cells) 
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Como ya se mencionó en el aparatado de Introducción, alteraciones en ALK-1 no 

sólo podrían afectar a la estructura de los vasos sino que también podrían alterar su 

fisiología. Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito como la deficiencia en ALK-1 afecta a 

la regulación del tono vascular, a la actividad cardiovascular y a la angiogénesis en un 

modelo in vivo.  

Por lo tanto, los objetivos que nos marcamos en nuestro estudio fueron los 

siguientes: 

1. Analizar la implicación de la deficiencia de ALK-1 en rutas vasodilatadoras y 

vasoconstrictoras. 

1.1.  Estudiar la respuesta in vivo a distintos agentes vasoactivos en los ratones 

deficientes en ALK-1. 

1.2.  Verificar si se obtiene esa misma respuesta cuando se realizan los experimentos ex 

vivo e in vitro. 

1.3.  Establecer un modelo celular in vitro que nos permita profundizar en las diferencias 

observadas en esos ratones y estudiar la respuesta a los ligandos TGF-β y BMP-9. 

1.4.  Confrontar la respuesta cardiovascular de los ratones ALK-1+/+ y ALK-1+/-. 

 

2. Analizar el papel de ALK-1 en la angiogénesis estimulada en el adulto en un modelo 

in vivo. 

2.1   En un modelo de isquemia-reperfusión 
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En este trabajo hemos demostrado que los ratones heterocigotos de ALK-1 presentan 

niveles del receptor ALK-5 y el co-receptor Endoglina similares a los del grupo control. Estos 

animales muestran valores de PA más elevados, mientras que prácticamente no hay 

diferencias en la frecuencia cardiaca. El patrón circadiano de la PA de estos animales 

muestra un mantenimiento de la PA en valores altos en las horas del día de baja actividad, 

especialmente durante las primeras horas de la mañana, que recuerda a la situación que se 

observa en algunos humanos con hipertensión, los llamados “non-dippers”, en los que no se 

produce la caída fisiológica de la PA durante la noche, hecho que se correlaciona con un 

incremento en el daño en tejidos como el cerebral, el cardiaco, el vascular o el renal. Sin 

embargo, a las horas intermedias del día alcanzan valores similares a los ratones control. 

Hay que hacer notar que el perfil de actividad motora de estos animales es similar al del 

grupo control.  

Los ECGs y ecocardiografías realizados a estos ratones revelaron que la 

haploinsuficiencia de ALK-1 no se asocia ni con alteraciones eléctricas en el corazón, ni con 

alteraciones en su función o arquitectura macroscópica, al menos en las edades en las que se 

han estudiado. No se encontraron diferencias entre los dos grupos en el contenido de 

creatinina en plasma, así como en el aclaramiento de creatinina y la excreción de proteínas 

en orina, por lo que tampoco la función renal parece estar comprometida en los ratones ALK-

1+/-. Por todo ello, deducimos que estas diferencias de PA se explican por un aumento del 

tono vascular periférico.  

La relajación mediada por NO no se encuentra alterada en los ratones heterocigotos 

de ALK-1, ya que ni su activación ni su inhibición produce en ellos efectos diferentes a los 

que se observan en los animales control, no siendo por lo tanto la deficiencia de NO o la 

resistencia de las células de músculo liso vascular a su acción los causantes de la elevada 

presión arterial de los ratones ALK-1+/-.  

El sistema Renina-angiotensina periférico no parece tener un papel en la generación 

de la presión arterial más elevada en los ratones ALK-1+/-, pero sí podría tener un papel en su 

mantenimiento, ya que no se encuentra lo disminuido que correspondería a ese aumento de 

la PA. Por otro lado, el SRA también podría jugar un papel a nivel del sistema nervioso 

central, que podría contribuir al aumento de la presión arterial a través de la activación del 

SN Simpático, ya que estos animales presentan mayores niveles circulantes de catecolaminas 

y la presión arterial disminuye tras el bloqueo β-adrenérgico más de lo que lo hace en los 

animales control. La falta de diferencias en frecuencia cardiaca entre los animales controles y 

haploinsuficientes podría explicarse por el efecto reflejo que sobre la frecuencia cardiaca 
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hace la presión arterial (Ferrari y cols., 1987). Está hiperactivación del SN Simpático podría 

estar estimulada por el sistema RAS cerebral a través de una mayor actuación sobre sus 

receptores AT-1 centrales, dado que el tratamiento con losartán intracerebroventricular 

produce una disminución en la PAS en los ratones ALK-1+/- que no se observa en los ratones 

control.  

Los ratones ALK-1+/- de nuestro estudio presentan también mayores niveles de 

radicales libres en ciertos tejidos, como la acumulación de H2O2 en el tejido pulmonar; sin 

embargo, a nivel hemodinámico global una mayor producción de ROS no es la responsable 

de la mayor presión arterial, ya que el tratamiento con tempol o apocinina no genera ningún 

efecto sobre la PA en ninguno de los grupos. 

La deficiencia en ALK-1 provoca además una elevación en los niveles circulantes de 

TGF-β1 y un aumento de la síntesis de ET-1. Los niveles aumentados de ET-1 parecen jugar 

en papel en el aumento de presión arterial observada en los animales con deficiencia de 

ALK-1, ya que se observa por un lado, una menor respuesta de los ratones ALK-1+/- a la 

administración de ET-1 y, por otro, una mayor respuesta al bloqueo de sus receptores con 

bosentán. Los ratones ALK-1+/- muestran además una mayor actividad ECE-1, y un mayor 

número de receptores ET-A.  

Nuestros resultados también demuestran en células endoteliales en cultivo 

procedentes de animales haploinsuficientes de ALK-1 un aumento de la producción de ET-1 

en repuesta a TGF-β1 y BMP-9, y este efecto parece estar mediado por la vía Smad2/3. El 

nivel de expresión de ALK-1, ALK-5 o ECE-1 no se ve alterado tras el tratamiento con TGF-

β1 en ningún caso, mientras que el tratamiento con BMP-9 ocasiona un incremento en la 

expresión de ALK-1. Los niveles basales de fosfo-Smad1 son inferiores en las células ALK-1+/- 

con respecto a las control,  mientras que la exposición a TGF-β1 activa la vía de fosfo-Smad1 

en ambos tipos celulares por igual. El tratamiento con BMP-9 induce también una ligera 

activación de la vía de forma similar. Los niveles basales de fosfo-Smad2 son similares entre 

los dos grupos y TGF-β1 induce claramente la activación de esta vía en ambos tipos 

celulares; sin embargo, la exposición a BMP-9 estimula la fosforilación de Smad2 de forma 

más clara en células ALK-1+/- que en las control. Por tanto, parece que la vía Smad2/3 se 

encuentra más activada en las células endoteliales deficientes en ALK-1, en detrimento de la 

vía de Smad1/5.  

TGF-β1 induce la expresión de ET-1 fundamentalmente a través de la vía de ALK-

5/Smad2/3 y esta vía se encuentra más activada en las células ALK-1+/-. Como se han 

observado niveles plasmáticos elevados de TGF-β1 en estos animales, ésta podría ser la 
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causa del incremento en los niveles de ET-1. Además, algunos estudios demuestran un papel 

de la noradrenalina como factor estimulador de la liberación de ET-1 en ciertos vasos (Pagan 

y cols., 2012; Reid y cols., 1991), por lo que podría estar contribuyendo también, junto con la 

acción de TGF-β1 sobre las células endoteliales, a su mayor producción, ya que también se 

han observado mayores niveles circulantes de NA en los ratones deficientes en ALK-1. 

A nivel central, también se ha detectado en los animales haploinsuficientes de ALK-1 

un menor número de neuronas colinérgicas en el prosencéfalo basal anterior, lo que podría 

estar relacionado con la hiperactivación simpática que muestran estos animales. Estudios 

más profundos en áreas de control cardiovascular de las poblaciones de neuronas 

colinérgicas nos podría revelar la posibilidad de que este fenómeno pudiese tener alguna 

relación con la alteración en la regulación de la PA de estos animales. 

Para completar el estudio del fenotipo de nuestro modelo animal se llevó a cabo un 

estudio de neoangiogénesis in vivo, que confirmó la importancia de este receptor en el 

proceso de angiogénesis, ya que se observó un retraso en la recuperación de la perfusión en 

la pata tras isquemia femoral. Se descartó de nuevo la existencia de una producción 

deficiente de NO en los ratones ALK-1+/-, ya que la inhibición de su síntesis no produjo una 

respuesta diferente en los dos tipos de animales. 

Con respecto a la aplicación práctica de estos estudios, y como se ha comentado 

ampliamente en la parte de Introducción, la deficiencia de ALK-1 está relacionada con el 

desarrollo de HHT-2 e Hipertensión arterial pulmonar. Un estudio con pacientes de HHT en 

el que se evaluaron las comorbilidades que sufrían estos pacientes mostró que la mayoría de 

ellas estaban relacionadas con enfermedades cardiovasculares, que desarrollaban de forma 

secundaria en un 78% de los casos. Entre ellas, la primera era la hipertensión arterial, que se 

diagnosticó en un 34,7% de los pacientes del estudio, seguida de la anemia consecuencia de 

las hemorragias (19,5%) y la arritmia cardiaca (17,3%) (Folz B.J., Comunicación personal). 

Aunque hasta este momento no se haya relacionado directamente la deficiencia de ALK-1 

con la hipertensión arterial sistémica, las alteraciones en la homeostasis cardiovascular 

observadas en los ratones deficientes en esta proteína nos hacen plantearnos la posibilidad 

de que contribuya a su desarrollo. 

Por tanto, el conocimiento de los mecanismos por los que la vía de ALK-1 contribuye 

a la regulación de la homeostasis cardiovascular es de gran importancia para el desarrollo de 

terapias que nos permitan al menos mejorar las condiciones de vida de pacientes con HHT-2, 

que además puedan evitar la aparición de comorbilidades, como la hipertensión arterial 

sistémica.  
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A partir de los resultados expuestos en este trabajo, extraemos las siguientes 

conclusiones: 

1. La haploinsuficiencia de ALK-1 produce una elevación en la presión arterial sin 

cambios en la frecuencia cardiaca. 

2. Este aumento de la presión arterial no puede explicarse por alteraciones en la 

vasodilatación dependiente de óxido nítrico. 

3. En estos animales existe una hiperactivación del sistema nervioso simpático, con 

aumento de catecolaminas circulantes, estimulado presumiblemente por una 

activación del sistema renina-angiotensina central, mientras que el sistema RAS 

periférico está ligeramente disminuido, en respuesta al aumento de la presión arterial. 

4. La hiperactivación simpática también podría explicarse por una disminución en la 

población de neuronas colinérgicas del sistema nervioso central. 

5.  Se observa en estos animales un aumento del estrés oxidativo pero restringido a 

algunos tejidos.  

6. El aumento de los niveles circulantes de Endotelina 1 parece jugar un papel clave en el 

aumento de presión arterial en los animales haploinsuficientes de ALK-1. 

7. El incremento de Endotelina 1 se basa en un aumento de los niveles circulantes de 

TGF-β1 mediado por activación  de la vía de Smad2/3 en las células endoteliales. 

8. La deficiencia de ALK-1 causa un retraso en la neoangiogénesis post-isquémica. 
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