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RESUMEN

En este trabajo hemos estudiado las modificaciones producidas por la diabetes
inducida por el aloxano en los mecanismos que regulan la respuesta de las
arterias carétida y renal de conejo a la testosterona. La concentracion
plasmética de testosterona libre y total de los conejos diabéticos fue
significativamente menor que la de los conejos control.

ARTERIA CAROTIDA. En la arteria carétida, la testosterona produjo una
relajacion de magnitud dependiente de la concentracion, que fue mayor en
conejos diabéticos que en conejos control. En conejos control, ni la eliminacion
del endotelio ni la incubacién con el inhibidor del enzima éxido nitrico sintasa
(NOS), N®-nitro-L-arginina, modificé la relajacién arterial a la testosterona, pero
el inhibidor de la ciclooxigenasa (COX), indometacina, aument6é dicha
relajacion. En contraste, en arteria carétida de animal diabético la eliminacién
del endotelio, N®-nitro-L-arginina e indometacina inhibieron la relajacién a la
testosterona. En arterias carétidas de conejo diabético tanto la expresion de
eNOS, INOS y COX-2 como la liberaciébn de prostaciclina en respuesta a la
testosterona fue mayor que en arterias de conejo control. La testosterona
inhibié la contraccion arterial inducida por CaCl,, tanto en animales control
como animales diabéticos. Estos resultados sugieren que la testosterona relaja
la arteria carotida al bloquear la entrada de calcio extracelular. La diabetes
aumenta la respuesta vasodilatadora de la testosterona por un mecanismo que
al menos incluye un aumento de la actividad moduladora del 6xido nitrico
endotelial y un aumento de la liberacion del vasodilatador COX-2, prostaciclina,

mas que la ausencia de vasoconstrictor COX-1 tromboxano A,.



ARTERIA RENAL. La testosterona relajé la arteria renal de conejo control y
diabético, sin diferencias significativas entre ambos. Tanto en arteria renal de
conejo control como de diabético, la eliminacién del endotelio inhibi6 la
relajacion arterial a la testosterona. En arterias con endotelio, la incubacion con
indometacina, N®-nitro-L-arginina, o con el inhibidor de los canales de K*
tetraetilamonio, no modificé significativamente la relajacion arterial a la
testosterona en ambos grupos de animales. En arterias sin endotelio, la
indometacina aumento la relajacion a la testosterona, tanto en conejos control
como en conejos diabéticos. La expresion de eNOS, iNOS y COX-1 vy la
liberacién de tromboxano A, y prostaciclina en respuesta a la testosterona fue
similar en arterias de conejo control y de conejo diabético. Sin embargo, la
expresion de COX-2 fue significativamente menor en arteria renal de conejo
diabético que en conejo control. La testosterona inhibié la contraccion de la
arteria renal inducida por CaCl, en ambos grupos de conejos. Estos resultados
sugieren que la testosterona relaja la arteria renal de conejo. Esta relajaciéon
esta modulada por tromboxano A, de origen muscular, y estd mediada
parcialmente por prostaciclina endotelial, e implica el bloqueo de la entrada de
Ca?" al interior celular. A diferencia de lo observado en arteria carétida, la
diabetes no modifica los mecanismos implicados en la relajacion de la arteria

renal a la testosterona.
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Introduccion

1. Diabetes mellitus

1.1. Generalidades

La OMS define la diabetes como una enfermedad cronica, causada por
un déficit, heredado o adquirido, en la produccion pancreatica de insulina o por
una falta de respuesta de la hormona. La insulina es una de las hormonas que
regula la concentracion de glucosa en la sangre, por lo que la diabetes se
caracteriza por una hiperglucemia cronica, que con el tiempo dafia gravemente
muchos organos y sistemas. Entre otros, puede dafar el corazon, los vasos
sanguineos, 0jos, riflones y nervios. Ademas no solo afecta a la calidad de vida
y al bienestar econémico del paciente sino también al sistema sanitario por el
incremento del uso de los servicios médicos y las bajas laborales relacionadas

con la enfermedad y sus complicaciones.

Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son polidipsia,
polifagia, poliuria, vision borrosa y pérdida de peso. En las formas severas
puede desarrollarse cetoacidosis 0 un estado hiperosmolar no cetoacidotico
qgue pueden llevar al individuo a un estado de estupor y coma, que conducen a
la muerte en caso de que no se proporcione el tratamiento adecuado. En
cualquier caso, los sintomas no son tan severos 0 pueden no presentarse vy,
como consecuencia, la hiperglucemia que conlleva puede causar cambios

funcionales y patoldgicos durante mucho tiempo antes de que se diagnostique.

Segun estimaciones de la OMS, la diabetes se duplicara en la poblacién
mundial en los préximos 25 afios, alcanzando la cifra de 366 millones de

afectados en el afio 2030. Estos datos se basan en el incremento de poblacion
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y en el envejecimiento de la misma, junto con el incremento del sedentarismo,

la dieta no saludable y la obesidad.

Espafia ocupa, tras Rusia, Italia y Turquia, el cuarto puesto de pais
europeo con mayor numero de diabéticos (unos 2.7 millones), y se prevé que

en 2030, la cifra de afectados se incremente en un millén.

La diabetes mellitus es una enfermedad relativamente comuin cuya
prevalencia, incidencia, mortalidad y morbilidad asociadas hacen de esta
afeccién uno de los principales problemas de salud publica del siglo XXI. Su
impacto econdmico para el sistema de salud y la sociedad es muy elevado.
Esta enfermedad cronica desarrolla a lo largo de su evolucién una serie de
complicaciones y representa un nimero muy importante de consultas médicas,
hospitalizaciones, pensiones de invalidez y muerte. Ademas del sufrimiento del
paciente, qgue no se puede cuantificar, se estima que el gasto sanitario total
derivado de la prevencién, control y tratamiento de la diabetes es del 5 al 10%
del presupuesto sanitario global. En 2010, los gastos derivados de los
conceptos mencionados anteriormente, asi como de las complicaciones
derivadas de la diabetes, se elevaran a un total de unos 418 billones de dolares
internacionales (valor en délares corregido en funcién del poder adquisitivo).
Hacia 2030 se espera que esta cifra supere los 561 billones de ddlares
internacionales (International Diabetes Federation. Diabetes Atlas, 4" Edition,

2009, http://www.diabetesatlas.org/).

El coste estimado de la diabetes en Espafia en el 2002 oscilé entre
2400 y 2675 millones de euros, es decir, el 6.3-7.4% del gasto total del Sistema

Nacional de Salud (Oliva et al., 2004). Aproximadamente un 60% de los costes
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directos son debidos a hospitalizacion, siendo su mayor parte debida a

complicaciones de tipo cardiovascular (Hart et al., 1997).

1.2. Tipos de diabetes mellitus

La diabetes engloba un conjunto de trastornos heterogéneos que tienen
como elementos comunes la hiperglucemia y la intolerancia a la glucosa,
debidas a una deficiencia de insulina, a la alteracion de la efectividad de la
accion de la insulina o a ambas cosas. En el Atlas de la Diabetes, de la
Federacion Internacional de Diabetes, de 2009 se recogen 4 tipos de diabetes
mellitus, en base a su etiologia y la presentacion clinica del trastorno: diabetes

tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes mellitus gestacional y otros tipos especificos.

1.2.1. Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 se denomina a veces insulinodependiente, de origen
inmune o juvenil. Esta causada por la destruccién de las células productoras de
insulina del pancreas, debido normalmente a una reaccién autoinmune, que
hace que se vean atacadas por el sistema de defensas del organismo. Las
células beta pancreaticas, por lo tanto, producen poca o ninguna insulina, que
es la hormona que permite que la glucosa pase a las células del organismo. La

razon por la que esto sucede no acaba de comprenderse.

La enfermedad puede afectar a personas de cualquier edad, pero suele
desencadenarse en nifios o adultos jovenes. La diabetes tipo 1 es una de las
afecciones endocrinas y metabdlicas mas frecuentes en la infancia. Las
personas con diabetes tipo 1 necesitan inyectarse insulina todos los dias a fin

de controlar sus niveles de glucosa en sangre. Sin insulina, las personas con
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diabetes tipo 1 mueren.

La aparicién de diabetes tipo 1 suele ser repentina y abrupta y puede
incluir sintomas como sed anormal y sequedad de boca, miccién frecuente,
cansancio extremo/falta de energia, apetito constante, pérdida de peso
repentina, lentitud en la curacion de heridas, infecciones recurrentes y vision
borrosa. La cetoacidosis diabética puede llevar al diagndéstico inicial de
diabetes tipo 1, ya que a menudo es el primer sintoma que hace que una
persona acuda al médico. También puede ser el resultado del aumento de las
necesidades de insulina en alguien a quien ya se le ha diagnosticado la
diabetes tipo 1. En tales casos, una infeccion, un traumatismo, un ataque
cardiaco o una cirugia pueden llevar a que se presente cetoacidosis diabética.
La omision de dosis de insulina también puede llevar a cetoacidosis en

personas con diabetes.

La incidencia de diabetes tipo 1 estd en aumento, aunque las razones
para que ello suceda estan poco claras, pero es probable que se deba
principalmente a los cambios de los factores de riesgo medioambiental. Los
factores de riesgo medioambiental, el aumento de la altura y el desarrollo del
peso, el aumento de la edad materna en el momento del parto y, posiblemente,
algunos aspectos de la dieta y la exposicion a algunas infecciones virales
podrian iniciar la autoinmunidad o acelerar una destruccion de las células beta

gue ya se esté produciendo.

1.2.2. Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la insulina y una
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deficiencia relativa de dicha hormona; cualquiera de estos dos rasgos podria
estar presente en el momento en el que la diabetes se manifiesta clinicamente.
El diagndstico de diabetes tipo 2 suele producirse a partir de los 40 afios,
aunque podria darse antes, especialmente en poblaciones con una alta
prevalencia de esta afeccién. Cada vez aparecen mas informes de nifios que
desarrollan diabetes tipo 2. Esta puede permanecer sin ser detectada, es decir,
ser asintomatica, durante muchos afios y el diagnostico suele producirse a
partir de complicaciones asociadas o casualmente mediante un analisis de

sangre u orina.

La diabetes tipo 2 a menudo va, aunque no siempre, asociada a la
obesidad, que en si misma puede causar resistencia a la insulina y generar
altos niveles de glucosa. Es hereditaria, aunque los principales genes de
susceptibilidad aun no han sido identificados. Hay varios factores posibles en el
desarrollo de diabetes tipo 2. Estos son: obesidad, dieta y falta de actividad
fisica; edad avanzada; resistencia a la insulina; antecedentes familiares de

diabetes; desarrollo intrauterino por debajo del nivel 6ptimo; y origen étnico.

En contraste a la diabetes tipo 1, las personas con diabetes tipo 2 no
dependen de insulina exdégena y no son propensas a la cetosis, pero podrian
necesitar insulina para controlar la hiperglucemia si no lo consiguen mediante

una dieta y agentes hipoglucemiantes orales.

El aumento de la prevalencia de diabetes tipo 2 va asociado a cambios
rapidos culturales y sociales, al envejecimiento de la poblacién, a los cambios
de dieta, a la disminucion de la actividad fisica y a otros patrones poco

saludables de estilo de vida y comportamiento.
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1.2.3. Diabetes gestacional

La diabetes mellitus gestacional es una intolerancia a la glucosa de
distintos grados de gravedad que comienza o0 se detecta por primera vez
durante el embarazo. La definicidbn se aplica independientemente de si se

utiliza insulina en su tratamiento o de si la afeccion persiste tras el embarazo.

Mantener el control de los niveles de glucemia reduce notablemente el
riesgo para el feto, ya que el aumento del nivel de glucosa en la madre podria
generar complicaciones en el bebé, como gran tamafio al nacer, trauma
durante el parto, hipoglucemia e ictericia. Las mujeres que han tenido diabetes
gestacional corren un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 con el paso
del tiempo. La diabetes gestacional también va asociada a un aumento del
riesgo de obesidad y metabolismo anormal de la glucosa durante la infancia y

la vida adulta en los hijos.

1.3. Complicaciones de la diabetes

Antes del descubrimiento de la insulina en el afio 1921 la principal causa
de muerte en paciente diabéticos era la cetoacidosis diabética; hoy en dia, la
mayor causa de mortalidad y morbilidad recae sobre las complicaciones
cronicas que pueden afectar a muchos sistemas organicos. En practicamente
todos los paises desarrollados, la diabetes esta clasificada entre las causas
principales de ceguera, insuficiencia renal y amputaciéon de extremidades
inferiores. La diabetes es también hoy dia una de las causas principales de
muerte, debido en gran parte a un marcado aumento del riesgo de enfermedad

cardiovascular. Ademas del sufrimiento humano que causan las
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complicaciones de origen diabético, tanto a quienes tienen diabetes como a
quienes les cuidan, sus costes econémicos son enormes. Entre dichos costes
se incluyen los gastos sanitarios, la pérdida de ingresos y los costes
econdémicos para la sociedad en general por pérdida de productividad, que a su

vez van asociados a la pérdida de oportunidades de desarrollo econdémico.

La elevacion cronica de la glucosa en sangre, incluso cuando no hay
sintomas presentes que alerten al individuo sobre la presencia de diabetes,
generard tarde o0 temprano dafios en los tejidos, que provocaran
enfermedades, a menudo graves. Aunque se encuentran pruebas de lesiones
en los tejidos en muchos sistemas organicos, son los rifiones, los ojos, los
nervios periféricos y el arbol vascular los que manifiestan las complicaciones

diabéticas mas notables, a veces fatales (Figura 1).

Un control metabdlico insatisfactorio en nifios puede provocar una atrofia
del crecimiento y la exposicion, tanto a hipoglucemias graves como a
hiperglucemia crénica, puede tener efectos adversos sobre el desarrollo
neuroldgico. Los nifios son mas sensibles a la falta de insulina que los adultos y
corren un mayor riesgo de desarrollar de manera rapida y abrupta cetoacidosis

diabética (coma diabético).

El mecanismo por el cual la diabetes genera estas complicaciones es
complejo y no se entiende plenamente, pero esta implicado el efecto toxico
directo de los altos niveles de glucosa, sumado al impacto de la hipertensién, el
nivel anormal de lipidos y los trastornos tanto funcionales como estructurales

de los pequefios vasos sanguineos.
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Brain and cerebral circulation

Eyes (retinopathy) (cerebrovascular disease)

Heart and coronary circulation
(coronary heart disease)

Kidney
(nephropathy)

Peripheral nervous system
(neuropathy)

Lower limbs
(peripheral vascular disease)

Diabetic foot
(ukeeration and amputation)

Figura 1. Principales complicaciones de la diabetes
(Tomado de International Diabetes Federation Diabetes
Atlas, 4th edition, 2009).

1.3.1. Complicaciones vasculares asociadas a la diabetes mellitus

Las complicaciones vasculares pueden ser de dos tipos dependiendo del
calibre de los vasos a los que afecta (Orasanu y Plutzky, 2009): la
macroangiopatia (ictus, cardiopatia isquémica e infarto de miocardio) y las
microangiopatias (retinopatia, nefropatia, neuropatia, isquemia de los
miembros inferiores). Es importante resaltar la clara relacion que existe entre
las complicaciones cronicas y la magnitud y duracién de la hiperglucemia, que
afecta tanto al endotelio como al masculo liso de la pared vascular (Orasanu y

Plutzky, 2009). La mitad de los pacientes diabéticos mueren de enfermedad
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cardiovascular (principalmente cardiopatia e ictus). Las macroangiopatias
afectan fundamentalmente a los grandes vasos (coronarias, carétida, arterias
de los miembros inferiores) que muestran grandes cambios parecidos a los de
la arteriosclerosis con depdsito de grandes placas de lipidos en las arterias y
calcificacion de la tanica media. Son la principal causa, en pacientes diabéticos,
de infarto de miocardio, isquemia e infarto cerebral y gangrena isquémica de
los miembros inferiores. Sin embargo, la mayoria de las complicaciones
circulatorias de la diabetes ocurren en la microcirculaciéon y se denominan
genéricamente microangiopatias. EI cambio morfolégico mas caracteristico en
los vasos afectados es el engrosamiento de la membrana basal. Esto provoca
una disminucion del aporte de nutrientes a los tejidos y de la eliminacion de los
productos de desecho, lo que conduce a lesiones tisulares irreparables. Este
hecho constituye una de las causas mas frecuentes de amputaciones no
traumaticas de los miembros inferiores. La retinopatia diabética y la nefropatia
son las principales manifestaciones de la microangiopatia, con ceguera y fallo
renal como Ultimas consecuencias. La microangiopatia de los vasa nervorum
es importante en la neuropatia diabética, afectando principalmente los nervios
sensitivos y el sistema autbnomo (Yuan et al., 1999). Ciertas complicaciones
diabéticas no son fatales para la vida del enfermo pero pueden alterar de forma
significativa su calidad de vida. En los hombres puede producirse impotencia y
en ambos sexos es frecuente la disfuncidon de la vejiga y del intestino grueso

(Stehouwer, 1997).

1.3.2. Diabetes y afectacion renal

La nefropatia diabética es una de las principales causas de fallo renal en
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los paises desarrollados. En pacientes con diabetes tipo 1 la nefropatia se
desarrolla a partir de los primeros 10 afios de la enfermedad. Sin embargo,
como el inicio de la diabetes tipo 2 es incierto, ya que muchas veces se
diagnostica tardiamente, no es raro encontrar pacientes con funcion renal
anormal en el momento del diagnostico. Se considera una enfermedad
progresiva caracterizada en una primera fase por la microalbuminuria, seguida
por la progresion a macroalbuminuria (excrecion urinaria de albumina superior
a 300 mg/24 horas), aumento de la concentracion sérica de creatinina,

hipertension y, por ultimo, fallo renal (Figura 2, Seaquist e Ibrahim, 2010).

Diabetes
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Figura 2. Progresion tipica de la enfermedad renal del
enfermo diabético (Tomado de Seaquist e Ibrahim, 2010).

La progresion a insuficiencia renal terminal ocurre en el transcurso de
unos afos, aunque no todos los pacientes siguen la progresion temporal
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descrita. Si la progresion es mucho mas rapida, hay que pensar en que el
paciente diabético tiene otra patologia asociada. Un correcto control de la
glucemia, la hipertension y los lipidos plasmaticos puede retrasar la fase de

insuficiencia renal terminal (Seaquist e Ibrahim, 2010).

Clinicamente la nefropatia diabética se caracteriza por un rifion
hipertréfico, un incremento progresivo de la proteinuria y una disminucién de la
tasa de filtracibn glomerular. Estas modificaciones precoces pueden ser
producidas por una vasodilatacion renal, especialmente de la arteriola aferente,
lo que conducird al aumento del flujo y de la presién intraglomerular, ain
cuando deben influir también los cambios estructurales y de superficie que
pudieran producirse por la hipertrofia renal concomitante. Es importante resaltar
las alteraciones de las sustancias vasoactivas y el consecuente desequilibrio
entre los sistemas vasodilatador y vasoconstrictor que resulta en un predominio
de los primeros dando lugar a un rifién hiperfiltrante y a un aumento de la
presion intraglomerular. La nefropatia asociada con otras complicaciones de la
diabetes tiene como consecuencia un elevado riesgo de morbilidad y una tasa
de mortalidad treinta veces superior a la poblacion general (Mogyorosi y

Ziyadeh, 1996).

El desarrollo de la enfermedad es paulatino. El 10-30% de diabéticos
desarrollan microalbuminuria y, sin intervencién terapéutica, el 80% de los
diabéticos tipo 1 que desarrollan microalbuminuria aumentan su excrecién en
10 a 15 afios llegando a la fase de nefropatia clinica. De ellos, en otros 10
afos, el 50% llegan a padecer insuficiencia renal terminal y, en 20 afios, mas

del 75%. De los diabéticos tipo 2 que desarrollan microalbuminuria, entre el 20
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y 40% progresan a la fase de nefropatia clinica. De ellos sélo un 20% llegan a
la insuficiencia renal terminal pero esto es debido fundamentalmente a que
fallecen por causas cardiovasculares antes de comenzar un tratamiento

sustitutivo (dialisis o trasplante renal) (Breyer, 1992).

Segun la Asociacion Americana de Diabetes, en USA la nefropatia
diabética represento el 44% de nuevos casos de enfermedad renal terminal en
el afo 2005; en ese afio, mas de cuarenta y seis mil diabéticos iniciaron el
tratamiento para la insuficiencia renal terminal, mientras que unos ciento
ochenta mil estaban con dialisis o esperando un trasplante de riidn
(http://www.diabetes.org/diabetes-statistics/kidney-disease.jsp). Segun datos
del Informe Didlisis y Trasplante en Espafia, Informe Preliminar del Registro
Espafiol de Enfermos Renales 2007, en Espafia el porcentaje de diabéticos en
pacientes con enfermedad renal crénica terminal es del 14,4%, y se sitda en la
zona media baja, con el Reino Unido y los paises mediterraneos, muy por
debajo de los paises centroeuropeos, como Alemania (23,5%) y Austria (21%).
Segun el informe citado, en Espafa la diabetes mellitus supuso el 22,4% de las
inclusiones en didlisis del afio 2007, siendo la causa més frecuente en los
grupos de edad de 45 a 74 afios. En la Comunidad Valenciana la nefropatia
diabética supuso en el afio 2008 el 16.86% de las enfermedades renales, el
13.16% de los trasplantes renales del afio 2006, y el 15.75% de los
fallecimientos por enfermedad renal del afio 2006 (Registro de los enfermos
renales de la Comunidad Valenciana, 2008,

http://www.sp.san.gva.es/DgspPortal/docs/Renalesinforme2008.pdf).
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1.3.3. Diabetes y afectacion cerebrovascular

La enfermedad cerebrovascular es una complicacion importante de la
diabetes mellitus. Los pacientes diabéticos tienen de dos a cuatro veces mas
riesgo de padecer accidentes cerebrovasculares asi como una mayor
mortalidad y menor recuperacion tras el accidente cerebrovascular. Los
pacientes diabéticos tienen doce veces mas posibilidades de ser hospitalizados
por problemas cerebrovasculares y el 15% de los costes de la enfermedad
cerebrovascular se atribuye a la diabetes (Lukovits et al., 1999). El riesgo
relativo de accidente cerebrovascular de la diabetes alcanza el punto mas
elevado entre los cincuenta y los sesenta afios de edad y disminuye después
de esta edad, presentandose en los hombres a edades méas tempranas que en

las mujeres.

Datos estadisticos en varios paises de occidente, muestran que el 85%
de los accidentes cerebrovasculares son isquémicos. De estos,
aproximadamente el 80 a 90% son causados por aterotrombosis y embolias
que afectan a vasos mayores (Mohr et al.,, 1997). Entre los vasos de mayor
calibre, la enfermedad de la bifurcacion carotidea causa el 25 a 30% de todos
los casos, y el resto ocurren por compromiso de las arterias vertebrales
extracraneales y de los vasos mayores intracraneales (arterias vertebrales,
basilar, cerebrales medias, etc.). Para evaluar la gravedad del problema de
salud que representa la enfermedad cerebrovascular debe considerarse la
evolucion natural de los eventos cerebrovasculares: la mortalidad de un ataque
agudo es de 25 a 30% y durante el primer afio de 15 a 25%, y hasta de 60% a

los cinco afnos, por lo que la enfermedad cerebrovascular disminuye en forma
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notable la esperanza de vida. La recurrencia de enfermedad cerebrovascular
es de 5 a 15% durante el primer afio y hasta de 40% a los cinco afos; entre 25
y 40% de los sobrevivientes padecen secuelas que llevan a la incapacidad total

o parcial.

1.4. Modelos experimentales de diabetes

Los modelos experimentales de diabetes mellitus exhiben muchas
caracteristicas de la diabetes clinica, siendo la mas comudn la hiperglucemia.
Esta es la razon por la que no solo se han usado para entender la etiologia de
la enfermedad sino también para investigar los mecanismos implicados en las
complicaciones diabéticas. Estos modelos utilizan animales que, o bien sufren
espontaneamente un sindrome similar a la diabetes, o bien se les induce
experimentalmente con productos quimicos, virus o extirpando el pancreas. De
todas formas, ninguno de los modelos experimentales utilizado es totalmente
igual a la enfermedad humana. Pero los organismos intactos tienen una gran
complejidad que imposibilita un estudio detallado de mecanismos moleculares
o la interaccién agonistas/antagonistas a sus receptores. Estas limitaciones
pueden superarse gracias a modelos in vitro donde la contribucion de los
componentes de la sangre se eliminan y donde la temperatura del tejido, el
medio extracelular e incluso la biodisponibilidad de nutrientes e iones, pueden
estar estandarizados. Las especies de animales utilizadas estan determinadas
por distintos factores. En general, cuanto mas pequefio sea el animal, mas
manejable y barato serd el experimento. Uno de los principios fundamentales
de la experimentacion animal es utilizar el menor numero posible de animales,

evitando al maximo procedimientos que produzcan dolor, sufrimiento, estrés o
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lesion prolongada innecesaria y del nivel mas bajo en la escala evolutiva.

La investigacion en animales ha sido crucial para el entendimiento de la
compleja patogénesis de la diabetes: en 1859, Claude Bernard demostré en el
perro que el glucégeno hepatico es la fuente de la glucosa circulante. En 1889
von Mering estaba trabajando en la absorcion intestinal de grasas cuando
Oscar Minkowski sugirié extirpar el pancreas a un perro. El animal desarroll
poliuria y polidipsia, permitiendo establecer el vinculo entre el pancreas y la
diabetes. Siguieron muchos experimentos en conejos y perros, aungue la
historia ha reservado un lugar especial a Marjorie, uno de los perros usados por
Banting y Best en el que, en 1921, aislaron la insulina y la emplearon en el
tratamiento de la diabetes humana. Las tablas 1-3 presentan de forma
esquematica los diversos modelos experimentales para el estudio de la
diabetes. Para una revision del tema ver Oztiirk et al., 1996; Rees y Alcolado,

2005; Srinavasan y Ramarao, 2007; von Herrath y Nepom, 2009.

Entre los modelos mas utilizados estan los de diabetes quimica. Entre
las distintas drogas y sustancias quimicas, los diabetdbgenos mas usados y
eficaces son el aloxano y la estreptozotocina. Otros compuestos tienen una
actividad diabetégena débil y su efecto no es especifico de las células beta
pancreaticas. Desde que en 1943 se descubrid la capacidad del aloxano para
destruir las células beta productoras de insulina del pancreas del conejo, se ha
usado en infinidad de trabajos para conseguir un modelo experimental de
diabetes. Se trata de un compuesto hidrofilico que a pH neutro se reduce
rapidamente a acido diallrico, que es la forma toxica del compuesto. Inhibe

enzimas dependientes de grupos tiol como la glucoquinasa y la hexoquinasa y
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sufre ciclaciones redox en presencia de agentes reductores fisioldgicos,
generando especies reactivas del oxigeno. Se piensa que son estas ultimas las
implicadas en el comienzo de los cambios toxicos que llevan a la muerte de las
células beta pancreaticas. Tras la inyeccion via intravenosa de aloxano, los
animales muestran una hipoglucemia transitoria que revierte a hiperglucemia al
cabo de 24-48 horas. Tedricamente se esperaria que los animales inyectados
con aloxano o0 estreptozotocina mostraran una falta total de insulina
proveniente de sus células beta pancreaticas y necesitaran obligatoriamente la
administracion exdgena de insulina para vivir. Sin embargo, a pesar de
presentar niveles insignificantes de insulina enddgena, pueden sobrevivir
durante meses sin tratamiento. La administracion de aloxano o
estreptozotocina al animal adulto ha sido ampliamente aceptada por causar en
el animal de experimentacién un estado similar al visto en pacientes con
diabetes tipo 1: hiperglucemia, polidipsia, polifagia, poliuria, asi como la
mayoria de las complicaciones asociadas a la diabetes como son las
cardiomiopatias, neuropatias, disfunciones coronarias, alteraciones hepaticas,
traqueales, del tejido conectivo, etc. Cuando estos agentes quimicos se
administran a animales neonatos en dosis bajas y repetidas producen un
modelo que se asemeja a la diabetes tipo 2. El aloxano tiene la desventaja
frente a la estreptozotocina que el porcentaje de incidencia de la diabetes es
bastante variable y la incidencia de cetosis y consiguiente mortalidad es
relativamente alta. Ademas, en algunos animales la hiperglucemia revierte
espontaneamente al cabo de unas semanas. No obstante, el aloxano es el

diabetdbgeno mas cominmente usado en el conejo.
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Tabla 1. Modelos animales de diabetes tipo 1 (modificado de Rees y Alcolado, 2005)

Tipo de modelo

Son diabéticos debido a:

Caracteristicas del modelo:

Animales diabéticos no
seleccionados genéticamente

Animales diabéticos
manipulados o seleccionados
genéticamente

1. Estreptozotocina
2. Aloxano

3. Nutricional

4. Quirurgico

Ratén NOD (non-obese diabetic)

Rata BB (bio breeding)

Rata LETL (Long Evans
Tokushima lean)

Conejo blanco Nueva Zelanda
Perro Keeshond

Hamster chino

Mono negro Célebes (Macacca
nigra)

Se trata de animales de diversas
cepas, pueden ser ratones,
ratas, conejos y perros. Se les
puede inducir un cuadro
“diabético” por medio de
farmacos (1,2); por medio de
una dieta rica en azucares (3); y
por manipulacidn quirdrgica (4).

Insulitis y destruccion céls. beta
a las 4-5 semanas, presentando
diabetes a las 12-30 semanas de
edad.

Estos ejemplares, presentan
diabetes espontanea, con una
incidencia del 77% en los
machos y 87% en las hembras
antes de los 120 dias de vida.
Son obesos, presentan insulinitis
en el 100% de los animales.
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Tabla 2. Modelos animales de diabetes tipo 2 (tomado de Srinivasan y Ramarao, 2007)

Categoria del modelo

Modelos de diabetes tipo 2

Obeso

No obeso

I. Animales diabéticos de forma
espontanea o por seleccidén
genética

Il. Animales con diabetes inducida
por dieta/nutricion

IIl. Animales con diabetes inducida
quimicamente

IV. Animales con diabetes quirurgica

V. Animales diabéticos
transgénicos/KO

Ratdn ob/ob

Ratén db/db

Ratdn KK

Ratén KK/AY

Raton NZO

Ratén NONcNZO10
Ratén TSOD

Raton M16

Rata Zucker fatty
Rata ZDF

Rata SHR/N-cp
Rata JCR/LA-cp
Rata OLEFT

Mono rhesus obeso
Rata Sand

Ratén C57/BL 6J
Raton Spiny

Ratdn obeso tratado con GTC

Rata diabética obesa por dieta con
lesién hipotdlamo ventromedial

Ratén KO receptor B3

Ratdn KO para proteina UCP1

Rata Cohen diabética

Rata GK

Rata Torri no-obesa C57BL/6
Ratdn mutante (Akita)

Ratdn ALS/Lt

Ratas, ratones, etc., adultos
tratados con bajas dosis de aloxano,
0 STZ

Rata neonatal tratada con STZ

Perros, primates, cerdos y ratas
parcialmente pancreatectomizados

Ratones transgénicos o KO con
afectacion de genes de insulina o
receptor de insulina y de las
componentes de la via de
sefializacion aguas abajo: IRS-1, IRS-
2, GLUT-4, PTP-1B y otros

Ratdn KO para PPAR-y especifica de
tejido
Ratdén KO para los genes glucocinasa

o GLUT-4

Rata que sobreexpresa el polipétido
amiloide de islote humano (HIP)

KK, Kuo Kondo; KK/AY, yelow KK obese; ZDF, Zucker diabetic fatty; NZO, New Zealand obese; TSOD, Tsumara Suzuki
obese diabetes; SHR/N-cp, spontaneously hypertensive rat/NIH-corpulent; JCR, James C Russel; OLETF, Otuska
Long Evans Tokushima fatty; GTC, gold thioglucose; STZ, streptozotocin; GLUT-, glucose transporter; IRS, insulin
receptor substrate; GK, Goto-Kakizaki; PPAR, Peroxisome proliferator activated receptor; PTP, phosphotyrosine

phosphotase; ALS, alloxan sensitive
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de las diferentes categorias de modelos animales de diabetes tipo 2 (tomado de

Srinivasan y Ramarao, 2007)

Categoria del modelo

Ventajas

Desventajas

I. Animales diabéticos de forma
espontanea o por seleccién
genética

Il. Animales con diabetes inducida

por dieta/nutricion

IIl. Animales con diabetes inducida
quimicamente

Desarrollo de la diabetes tipo 2 es
de origen espontaneo e implican
factores genéticos, y los animales
presentan caracteristicas propias de
la diabetes tipo 2 humana

La mayoria de los modelos animales
tienen una carga genética
homogénea y los factores
ambientales son controlables, lo
que permite una facil diseccion
genética de esta enfermedad
multifactorial

La variabilidad de los resultados es
minima y permiten un tamafio de la
muestra pequefio

El desarrollo de la diabetes asociado
a la obesidad como resultado de la
sobrenutricién, como ocurre en la
poblacién humana

Permite evitar la toxicidad de los

agentes quimicos sobre otros
drganos vitales

Destruccidn selectiva de las células
beta pancreaticas (aloxano/STZ)

La secrecion residual de insulina
permite a los animales vivir largo
tiempo sin necesidad de insulina

La cetosis y consecuente mortalidad
es relativamente baja

Barato y facil

20

La homogeneidad y herencia
monogénica de estos modelos no se
parece a la heterogeneidad de la
diabetes humana

Disponibilidad limitada y elevado
coste

La mortalidad debida a la cetosis es
elevada en el caso de los animales
con pancreas fragil (ratén db/db,
rata ZDF, primate obeso, etc) y
requiere tratamiento precoz con
insulina para la supervivencia

Requiere un sofisticado
mantenimiento

La mayoria necesita un periodo
largo de tratamiento dietético

No desarrollan una hiperglucemia
elevada en animales normales
genéticamente, por lo que no son
adecuados para evaluar el efecto de
agentes antidiabéticos sobre la
glucemia

La hiperglucemia es la consecuencia
de la ausencia de insulinaynoala
resistencia a la insulina

La diabetes es a veces poco estable,
y a veces reversible por
regeneracion espontanea de las
células beta. Se debe comprobar la
funcién beta pancreatica en
experimentos a largo plazo

Los agentes quimicos son toxicos
sobre otros érganos

La variabilidad de los resultados
sobre el desarrollo de la
hiperglucemia puede ser alta
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IV. Animales con diabetes quirurgica

Evita los efectos toxicos de los
agentes quimicos sobre otros
oérganos

Se asemeja a la diabetes humana
tipo 2 debida a la reduccidn de la

Las técnicas quirurgicas y los
cuidados postquirdrgicos son
complejos

Problemas digestivos por reseccion
pancreas exocrino

masa celular beta pancreatica
Posible afectacion de los islotes alfa

Mortalidad elevada

V. Animales diabéticos
transgénicos/KO

Procedimientos para la produccién
y mantenimiento altamente
costosos y sofisticados

Permite investigar in vivo el efecto
de un Unico gen o mutacién

La diseccion de la compleja genética
de la diabetes tipo 2 se hace mas
facil

Experimentos para screening muy
caros

2. Mecanismos reguladores de la reactividad vascular

La reactividad vascular esta regulada por una compleja interacciéon entre
diversas sustancias, vasoconstrictoras y vasodilatadoras, liberadas desde el
endotelio, el musculo liso de la pared vascular, las terminaciones nerviosas
perivasculares y las células sanguineas. En condiciones patoldgicas, la
alteracion de la regulaciéon de los diferentes agentes vasoactivos puede
provocar disfuncion endotelial, remodelado vascular e inflamacién vascular,
pudiendo desempefiar un importante papel en la fisiopatologia de

enfermedades cardiovasculares como arterioesclerosis, hipertension arterial,

vasculopatia diabética (Grover-Paez y Zavalza-Gémez, 2009).

Los vasos sanguineos estan formados por una capa externa o adventicia
y una capa media formada por células musculares lisas de potencia variable.
Ademas, en la parte mas interna se localiza la capa intima, formada por el
endotelio y una membrana basal. El endotelio presenta una estructura variable

segun el tipo de vaso (arterial o venoso, grandes vasos, medianos o
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microvasos) y el territorio (cerrado, continuo, discontinuo o fenestrado). Las
células endoteliales forman una monocapa continua que tapiza la cara luminal
interna de las arterias, las venas, los capilares y los vasos linfaticos de los
mamiferos, con una estructura muy organizada que asegura el acoplamiento
funcional entre ellas. En la célula endotelial podemos encontrar dos zonas
especializadas, la apical o luminal y la basal que interacciona con las proteinas
de la matriz extracelular de la lamina basal a la que esta firmemente adherida,
anclando las células al subendotelio. La matriz extracelular esta compuesta
fundamentalmente por glucoproteinas (laminina, fibronectina, vitronectina,
trombospondina, entactina, trombomodulina, heparan sulfato y factor von

Willebrand, entre otros).

Inicialmente se pensaba que el endotelio era una simple barrera inerte
entre la sangre y la pared vascular. Sin embargo, a partir de la década de los
80 el endotelio es considerado como un verdadero 6rgano con importantisimas
funciones. El endotelio tiene un peso estimado de casi 3.5 kg (5% del peso
corporal total en un adulto de 70 kg), y sus células consumen gran cantidad de
energia, fruto de su activo metabolismo. En condiciones fisiologicas, el
endotelio actia como un regulador de la contraccion vascular, adhesion
leucocitaria, crecimiento de las células del masculo liso vascular y agregacion
plaquetar a través de la produccion de una serie de moléculas activas
biolégicamente (Palmer et al., 1987). El endotelio mantiene un balance entre la
inhibicion y la estimulacion de la proliferacion y migracion de las células
musculares lisas, entre la prevencién y la promocion de la adhesion y
agregacion plaquetar y entre la trombogénesis y trombolisis, y también

mantiene un equilibrio entre los vasodilatadores y vasoconstrictores (Félétou y
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Vanhoutte 2009; Figura 3). El endotelio también desempefia otro tipo de
acciones fisioldgicas como son la recaptacion y metabolizacion de la 5-HT y de
la noradrenalina circulante, la conversion de la angiotensina | en angiotensina
II, el metabolismo de la bradiquinina, asi como la liberacion de noradrenalina

por las terminaciones nerviosas adrenérgicas (Cohen y Weisbrod, 1988)

| Endothelial Cells |
Shear stress } [ Agonists } Pressure Agonists
| e

NOX, NOS, X0, COX,

| Nos HKca paso || Lox || cse cox LOX, P450, etc. ECE || P4as0
PGI, H,0, NO |||l K* EETs THETA H,s  PGs " ROS ET-1 20-HETE
| P | I | } } i }

Gap junctions

Hyperpolarization - Relaxation Depolarization - Contraction

I Vascular Smooth Muscle Cells ‘

Figura 3. Relajaciones y contracciones dependientes del endotelio
(tomado de Félétou y Vanhoutte, 2009)

La membrana de las células endoteliales tiene una gran variedad de
receptores frente a numerosas sustancias vasoactivas, lo que hace que
numerosas actividades fisiolégicas tengan al endotelio como escenario, y que

la disfuncién endotelial esté involucrada en numerosas patologias.
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Las células endoteliales producen tres sustancias principales con accién
vasodilatadora: oOxido nitrico (NO), factor hiperpolarizante (EDHF) vy
prostanoides como la prostaciclina (prostaglandina 1,). Pero el tono y la
estructura del sistema vascular estan regulados también por sustancias
vasoconstrictoras sintetizadas por el mismo endotelio, manteniendo un delicado
equilibrio con las sustancias vasodilatadoras. Los representantes mas
interesantes, si bien no los Unicos, son la endotelina, la angiotensina Il y los
prostanoides vasoconstrictores (tromboxano A,, prostaglandina F,4, etc.). El
NO vy los prostanoides intervienen en multitud de procesos fisiopatolégicos, y
entre ellos la inflamacion y la arterioesclerosis. EI NO modula la actividad de la
ciclooxigenasas (COX) y altera la produccién de prostanoides (Upmacis et al.,

2006).

2.1. Oxido nitrico

En 1980, Furchgott y Zawadski descubrieron que la relajacion de los
segmentos arteriales de aorta en respuesta a los agonistas se producia
solamente si la capa de células endoteliales permanecia intacta. Concluyeron
qgue las células endoteliales liberaban un agente capaz de relajar el masculo
liso subyacente que denominaron factor de relajacién derivado del endotelio o
EDRF. Siete afios después, Palmer y colaboradores identificaron este agente

como el NO (Palmer et al., 1987).

El NO es una molécula pequefia, en estado gaseoso, compuesta por un
atomo de nitrégeno y uno de oxigeno y que contiene un electron desapareado.
Estas caracteristicas hacen que el NO sea un mensajero ideal: por ser una

molécula no cargada puede difundir libremente a través de las membranas.
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Ademas, el hecho de poseer un electrén desapareado hace que sea un radical
y por tanto que sea muy reactivo (Lowenstein et al., 1994) Por ultimo, tras
transmitir una sefal, su tiempo de vida es muy corto, apenas 3 a 5 segq.,
transformandose en formas inactivas como el nitrito y el nitrato. La
oxihemoglobina y los radicales libres del O, son las principales moléculas que
catalizan esta reaccion. Esta es la razon por la que el NO no puede actuar a
distancia y sélo lo hace a nivel local (accion paracrina). A su vez actla sobre la
propia célula endotelial generadora, limitando su formacién (accion autocrina)

en un tipico mecanismo autoregulador de retroalimentacion negativa.

El NO se sintetiza por la enzima NO-sintasa (NOS) que convierte el
aminoéacido L-arginina y el oxigeno en citrulina y NO. Existen tres isoformas de
la NOS (Moncada et al., 1997): la endotelial (eNOS) y la neuronal (nNOS) que
son constitutivas, y una isoforma inducible (iINOS). Las isoformas constitutivas
se sitian en el endotelio vascular, son Ca?* y calmodulina dependientes
(Veelken et al., 2000). Son inactivas hasta que los niveles de calcio
intracelulares aumentan, la proteina de unién al calcio, calmodulina, se une al
calcio y el complejo se une y activa la 6xido nitrico sintasa. Las isoformas
constitutivas sintetizan entonces pequefias cantidades de NO hasta que los
niveles de calcio disminuyen. La isoforma iNOS, calcio independiente, se
expresa tras varios estimulos inflamatorios en las células endoteliales, células
musculares lisas de la pared vascular y macréfagos. La cantidad de NO
generado por la NOS inducible es siempre mayor que la generada por la NOS

constitutiva (Moncada et al., 1987).

El NO se produce normalmente en muchos tipos de células, entre ellas
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las endoteliales, y es capaz de regular una gran cantidad de procesos
bioldgicos. Al revés de lo que sucede con la mayoria de las moléculas que
transmiten sefales entre células (hormonas, neurotransmisores y factores de
crecimiento), el NO difunde fuera de la célula que lo ha generado y penetra en
las células diana donde interacciona con sus dianas moleculares especificas a
través de receptores especificos asociados a la membrana plasmatica. Tiene
funciones que varian desde la neurotransmision hasta la vasodilatacion. En
muchos casos lleva a cabo sus efectos biolégicos bien activando la guanilato
ciclasa e incrementando la sintesis de GMP ciclico a partir de GTP, bien a
través de mecanismos independientes de GMP ciclico: interaccion con metales
de transicion, radicales libres, acidos grasos insaturados y otras moléculas.
Algunas de estas reacciones dan como resultado la oxidacion del 6xido nitrico
a nitritos o nitratos para finalizar su accion mientras que otras pueden alterar la

estructura de proteinas, su funcion y/o capacidad catalitica.

Los vasos sanguineos se encuentran en un estado constante de
dilatacion activa mediada por NO. El NO liberado basalmente por las células
endoteliales, ejerce una accion tonica relajante sobre el musculo liso vascular
gue va a mantener un cierto tono de vasorrelajacion necesario para preservar
el flujo sanguineo local. Por tanto el NO tiene un papel preponderante en el
mantenimiento del tono basal del sistema cardiovascular. Esta importante
accion del NO se demuestra utilizando analogos de L-Arginina que inhiben
competitivamente su sintesis, como el LNMMA o el LNAME (Tolins et al., 1990;
Cardillo et al., 2000). EI NO es un autorregulador del flujo sanguineo; regula el
flujo sanguineo en el cerebro (Toda et al., 1990; Tanaka et al., 1991), corazén

(Amezcua et al., 1989; Jones y Brody, 1992), pulmon (Fineman et al., 1991),
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tracto gastrointestinal (lwata et al., 1992) y rifiones (Yukimura et al., 1992).
Ajusta de forma automatica el flujo sanguineo en respuesta a cambios locales
en algunas regiones del sistema vascular. Algunos de estos factores fisicos a
los que las células endoteliales responden con un aumento de la produccion de
NO son: la isquemia, estrés por friccion o cizallamiento, incremento del flujo
sanguineo a través del vaso. Factores liberados localmente por el tejido
adyacente, como bradiquinina o acetilcolina, también pueden inducir la
liberacion de NO en algunos vasos pero no en otros. La liberacion de NO en el
sistema vascular también esta controlada por el sistema nervioso autobnomo.
Los nervios parasimpaticos expresan oxido nitrico sintasa y terminan en la
adventicia de algunos vasos, como las arterias cerebrales y retinianas (Nozaki
et al., 1993). Los nervios liberan NO y difunden en la tinica media muscular del

vaso, causando vasorrelajacion (Lowenstein et al., 1994).

La sintesis de L-arginina, el sustrato de la éxido nitrico sintasa y por
tanto el precursor del NO, es producida principalmente por el tubulo
contorneado proximal del riibn y entra en la circulacibn sistémica
contribuyendo al mantenimiento de los niveles constantes de L-arginina para

que puedan ser utilizados por otros 6rganos. (Levillain et al., 1990).

Son muchas las enfermedades que son debidas a una deficiencia
cuantitativa o funcional de NO. Una insuficiencia de NO se caracteriza por un
déficit neto de NO tisular, inactivacion de NO aumentada, biodisponibilidad de
NO reducida o catalisis de NOS alterada. En todos estos casos, una deficiencia
de NO limitaria la sefial de transduccién dependiente de NO en detrimento de

la funcién celular normal (Napoli y Ignarro, 2003).
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2.2. EDHF

Ademas del NO y la prostaciclina, el endotelio puede liberar uno o varios
factores no identificados todavia que inducen la relajacién vascular al producir
la hiperpolarizacion de la membrana de las células del masculo liso y que se
han denominado como EDHF (Félétou y Vanhoutte, 2005). La primera
referencia que se tiene del factor hiperpolarizante de las células del masculo
liso dependiente de endotelio (EDHF) es de 1984 (Bolton et al., 1984).
Sucesivos estudios revelaron que el EDHF era responsable de la respuesta
vasodilatadora mantenida cuando se bloqueaba la accién de la NO sintasa y la
ciclooxigenasa (Chen et al., 1988; Taylor y Weston, 1988 Corriu et al., 1996;
Murphy y Brayden, 1995). La caracteristica que define la respuesta atribuida al
EDHF es que la relajacion del musculo liso vascular siempre va acompafiada
de una hiperpolarizacion de gran amplitud que produce vasorrelajacion a través

de la apertura de los canales de potasio.

A pesar de los numerosos estudios realizados para identificar el factor
especifico responsable de la hiperpolarizacion dependiente de endotelio se
desconoce su estructura quimica. Se ha propuesto una amplia variedad de
factores para desempefar este papel (Fitzgerald et al., 2005; Félétou y
Vanhoutte, 2005): iones potasio (K"), el acido epoxieicosatrienoico (EETS), el
peréxido de hidrogeno (H.0,), el péptido natriurético tipo C, el mondéxido de

carbono (CO), etc.

A diferencia del NO que produce una relajacion mantenida del musculo
liso vascular, la relajacion que produce el EDHF es transitoria (Suzuki et al.,

1992). La hiperpolarizacion inducida por el EDHF parece ser debida a un
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incremento en la conductancia al K * en la membrana del masculo liso vascular,
ya que el EDHF liberado por las células endoteliales va a activar determinados
canales de K" en las células musculares lisas. EI NO o la prostaciclina también
pueden producir hiperpolarizacion en algunos vasos sanguineos pero esta
respuesta es bloqueada por la glibenclamida (Corriu et al., 1996; Murphy y
Brayden, 1995), sugiriendo la implicacion de los canales de K* dependientes de
ATP en este efecto. Sin embargo, la hiperpolarizacién inducida por el EDHF es
insensible a la glibenclamida pero dependiendo del tejido es inhibida por
tetraetilamonio (TEA) (Kamata et al., 1995), apamina (Murphy y Brayden, 1995)
o la combinacién de apamina y charibdotoxina (Cérriu et al., 1996), indicando
que serian los canales de K* dependientes de calcio (Kca) probablemente los
que estarian implicados en esta respuesta. Hay tres tipos de Kc,: canales de
gran conductancia (BKc,), canales de conductancia intermedia (IKc,) y de baja
conductancia (SKc,). Todos ellos estan presentes en la pared vascular pero
con una localizacién celular y subcelular muy especifica. Los BKc, se expresan
principalmente en las células del musculo liso vascular y muy poco en las
células endoteliales. Por el contrario, los canales IKc; Y SKca S€ expresan muy
poco en las células del musculo liso vascular pero se expresan
constitutivamente en las células endoteliales (Félétou y Vanhoutte, 2009;
Figura 4). Los canales SK¢, se encuentran abundantemente distribuidos sobre
la membrana plasmaética, con una localizacién preferencial en los sitios donde
existen uniones tipo GAP y dominios de conexinas (Cx) entre las células
endoteliales. Los canales IKc, se localizan preferentemente en las
proyecciones endoteliales a través de la lamina elastica interna y que forma las

uniones mioendoteliales de tipo GAP.
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Figura 4. Canales de K* dependientes del Ca®* (Kc,) en el
lecho vascular y respuestas mediadas por EDHF (tomado
de Félétou y Vanhoutte, 2009; explicacién: ver texto)

Los canales SKc, Y IKca de las células endoteliales pueden activarse por
distintos estimulos, aunque todos tienen en comun que producen un aumento
del Ca®" intracelular en la célula endotelial. La apertura de dichos canales
provoca la salida de K* desde el interior de la célula endotelial al liquido
extracelular, con la consiguiente hiperpolarizacion de la membrana de la célula
endotelial. Las uniones mioendoteliales de tipo GAP juegan un papel
fundamental en la transmision de la despolarizacion de la membrana endotelial
a la célula muscular lisa. Cuanto menor es el calibre del vaso, mayor es la
cantidad de uniones mioendoteliales de tipo GAP y mayor es la contribucion del

EDHF en la relajacién mediada por el endotelio (Féletou y Vanhoutte, 2009).
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Myoendothelial
gap junctions

Figura 5. Proyecciones mioendoteliales (tomado de Félétou
y Vanhoutte, 2009; explicacion: ver texto)

Las uniones mioendoteliales de tipo GAP permiten la comunicacion entre
la célula endotelial y la célula muscular lisa, bien fisicamente, ya que el Ca* vy
el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) pueden difundir a su través de una célula a otra,
o bien eléctricamente, ya que tanto la despolarizacion como la
hiperpolarizacion se conducen a su través bidireccionalmente (Félétou y
Vanhoutte, 2009; Figura 5). Adicionalmente, la salida de K™ asociada con la
activacion de los canales Kc, endoteliales puede contribuir a la relajacion
inducida por EDHF, ya que al aumentar moderadamente la concentracion
extracelular de K™ (de 1 a 15 mmol/l) puede provocar la relajacion de la célula
muscular lisa como consecuencia de la apertura de canales de K*

rectificadores de entrada (Kr) y consiguiente hiperpolarizacion por entrada de
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K* al interior de la célula muscular.

Las uniones mioendoteliales de tipo GAP pueden jugar un importante
papel en la regulacion "fina" de la reactividad vascular. Asi, por ejemplo, la
estimulacién de la célula muscular lisa por agentes contractiles, por ejemplo,
fenilefrina, aumenta la concentracion intracelular de Ca®* via formacién de IP5y
liberacién de Ca®* del reticulo sarcoplasmico y via entrada de Ca®* a través de
canales de Ca®" dependientes de voltaje. Con el fin de evitar una contraccion
excesiva, se ponen en marcha una serie de mecanismos de retroalimentacion
(feedback) negativa que tienden a producir la hiperpolarizacion del muasculo
liso, disminuyendo el tono vascular. Estos mecanismos implican la difusién del
IP; y Ca®" desde la célula muscular al endotelio, con la consiguiente activacion
de los canales IKca Y SKca Y posterior hiperpolarizacion endotelial que activaria,
por los mecanismos antes descritos, la hiperpolarizacion muscular y relajacion

(Félétou y Vanhoutte, 2009; Figura 5).
2.3. Prostanoides

En 1930 Kurzrok y Lieb notificaron que el semen humano producia cierto
estado de relajacién en algunos segmentos del Utero de la mujer si ésta ya
habia estado embarazada, pero ejercia el efecto contrario en mujeres estériles.
Posteriormente, UIlf von Euler demostré6 que ciertas sustancias lipidicas
extraidas de las glandulas prostaticas del carnero eran capaces de estimular
ciertos musculos lisos no vasculares. Las denominaron prostaglandinas (von

Euler, 1936).

Se han denominado eicosanoides a las familias de prostaglandinas,
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leucotrienos y compuestos similares que derivan de acidos grasos esenciales
poliinsaturados de 20 carbonos que contienen 3, 4 6 5 enlaces dobles. En los
seres humanos, el acido araquidonico es el precursor mas abundante y
proviene del acido linoleico de los alimentos o0 se ingiere como parte de la dieta.
El acido araquidonico se esterifica hasta generar fosfolipidos en las
membranas celulares u otros lipidos complejos. En la célula su concentracion
libre es muy pequefia y, por ello, la biosintesis de eicosanoides depende de su
disponibilidad para que sobre ellos actien enzimas que los sintetizan; esto es
consecuencia de su liberacion desde los depdsitos celulares de lipidos por
accion de la fosfolipasa A,. El acido araquidonico, liberado por los fosfolipidos
de la membrana celular, es el precursor de un conjunto de sustancias
fisiolégicamente activas, obtenidas a través de dos vias metabdlicas, la
ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa. La via de la ciclooxigenasa es
inhibida por la aspirina y la indometacina y produce una serie de
prostaglandinas, entre las que se encuentran la prostaciclina, el tromboxano A,
y la prostaglandina Fo,. La via de la lipooxigenasa lleva a la formacion de
diversos endoperoxidos y leukotrienos entre los que se encuentran el acido
epoxieicosatrienoico (EET) y el acido graso 20-hidroxieicosatetraenoico (20-
HETE) (Figura 6). Estas sustancias tienen, con frecuencia, acciones
antagonicas, entre las que cabe destacar vasodilatacion y vasoconstriccion,
broncodilatacion y broncoconstriccion, estimulacion e inhibicion de la

agregacion plaquetaria, etc.
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Figura 6. Metabolismo del acido araquidénico

A principios de los afios 90, Needleman y sus colaboradores

descubrieron la existencia de dos isoformas de ciclooxigenasa, con diferencias

notables entre ellas, tanto en distribucion en los diferentes tejidos como en su

papel fisiologico: COX-1 y COX-2 (Salvemini et al., 1993). Los dos metabolitos

vasoactivos mas importantes de la via de la COX son el tromboxano A,, que se

forma fundamentalmente por la isoforma constitutiva COX-1, y la prostaciclina,

que se sintetiza fundamentalmente en las células vasculares por la COX-1 vy la

COX-2. El enzima COX-1 se expresa de forma constitutiva en la mayoria de los

tejidos, mientras que la isoforma COX-2 es altamente inducible (Foudi et al.,

2009), aunque también se expresa de forma constitutiva (Dias Pereira et al.,

2009; Wong et al., 2009).

COX-1 realiza funciones homeostaticas, manteniendo el normal
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funcionamiento del rifion, la integridad de la mucosa gastrica y la hemostasia.
Se localiza en altas concentraciones en las plaquetas, células del endotelio
vascular, mucosa gastrica y en el tdbulo colector de las nefronas. Dichas
concentraciones permanecen constantes, aunque también pueden
incrementarse levemente por el estimulo de factores de crecimiento y ciertas

hormonas.

COX-2 se localiza en numerosos tejidos (cerebro, &rganos
reproductores, higado, hueso, aparato digestivo, rifidn) a unas concentraciones
bajas y constantes, pero determinados estimulos (interleuquina-1, factor de
necrosis tumoral, liposacaridos, mitdgenos, AMPc) son capaces de inducir una
elevacion importante de su concentracion en los tejidos. Por ello, a la COX-2 se
la considera un enzima inducible, capaz de incrementar sus niveles frente a
estimulos inflamatorios o fisiologicos. Ademas de desempefar funciones
fisiolégicas en los tejidos, la COX-2 es la responsable de la produccion de las

prostaglandinas que median en la inflamacién, el dolor, el edema y la fiebre.

A nivel renal, COX-2 adquiere mayor relevancia por su papel en el
mantenimiento del tono vasodilatador aferente y eferente a través de la sintesis
de prostaglandinas. Recientemente se ha visto que ambas isoformas (COX-1y
COX-2) se expresan de forma constitutiva en todas las regiones del rifion
humano adulto pero con una localizacién celular distinta. COX-1 se asocia con
los tubulos colectores mientras que COX-2 se asocia con la tunica media del
musculo liso y los pericitos vasculares de todos los segmentos vasculares pre y
postglomerulares (Therland et al., 2004). Tras el nacimiento, se ha demostrado

qgue la baja expresion renal de COX-2 se incrementa rapidamente en las dos
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primeras semanas postnatales y disminuye progresivamente hasta niveles mas

bajos en los conejos adultos normales (Schumacher et al., 2002).

La diversidad de los efectos de los prostanoides se explica por la
existencia de receptores caracteristicos que median sus acciones. Las
prostaglandinas E;, e |, generadas localmente, modulan el tono vascular. La
prostaglandina |, (prostaciclina) producida por el endotelio vascular es liberada
por fuerzas de friccion y también por autacoides vasoconstrictores y
vasodilatadores; al parecer, antagoniza los efectos de autacoides
vasoconstrictores circulantes para conservar el flujo arterial a érganos vitales y
para mediar una parte de la dilatacion causada por otros autacoides (Aiken y

Vane, 1973).

Los endoperoxidos de prostaglandina generan efectos variables en los
lechos vasculares; sus manifestaciones mayores son consecuencia de su
actividad vasoconstrictora intrinseca, asociada a la vasodilatacion por
conversion rapida en prostaglandina vasodilatadora (tal vez prostaciclina). El
tromboxano A, es un vasoconstrictor potente y participa en la agregacion
plaquetar y contraccion vascular; in vitro contrae el muasculo liso vascular
(Bhagwat et al., 1985) y es un vasoconstrictor en el animal entero y en lechos
vasculares aislados y aumenta la produccién de endotelina-1. Algunos estudios
sugieren un importante papel para el tromboxano A, en el control del tono
vascular en determinadas situaciones fisiopatolégicas. Teniendo en cuenta que
la produccion de tromboxano A,, asi como la de su precursor la prostaglandina
H,, puede ser estimulada por la mayoria de los sistemas presores y potenciar

las respuestas vasoconstrictoras de estos sistemas, un incremento de su
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sintesis podria participar en el desarrollo y las complicaciones vasculares.

La prostaciclina es soluble en lipidos y muy inestable en el organismo.
Tras su produccion en las células endoteliales actia como vasodilatador y
anticoagulante local. Produce vasorrelajacion predominantemente por la via de
la adenilato ciclasa y el sistema de transduccién del AMP ciclico (Kukovetz et
al., 1979; Ignarro et al., 1985). Aunque la prostaciclina es capaz de relajar el
musculo liso vascular mediante mecanismos independientes del cambio del
potencial de membrana (por ejemplo, reduciendo el calcio citoplasmatico y

suprimiendo la sensibilidad del aparato contractil al Ca®"),

la hiperpolarizaciéon
juega un papel importante (Parkington et al., 2002). La prostaciclina actia a
través del aumento del AMP ciclico en sinergia con el NO, a nivel del musculo

liso vascular y plaquetas.
3. Disfuncién endotelial en la diabetes

Como se ha dicho anteriormente, el endotelio juega un papel clave en la
regulacion del tono arterial y del flujo mediante la liberacion de sustancias
vasoconstrictoras (endotelina, angiotensina I, tromboxano A, etc.), que
mantienen un delicado equilibrio con las sustancias vasodilatadoras
(prostaciclina, NO, EDHF, etc.). Se denomina disfuncién endotelial a la pérdida
de la capacidad del endotelio para mantener adecuadamente la homeostasis
vascular (Grover-Paez y Zavalza-Gomez, 2009; Ding y Triggle, 2010; Tabit et
al., 2010). Aunque este término se usa a menudo para referirse a una menor
biodisponibilidad de NO, la disfuncién endotelial también incluye un aumento en
la produccién de vasoconstrictores y una alteracion en la regulacién de la

inflamacion, la trombosis y el crecimiento celular en la pared vascular que
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pueden acabar condicionando la ateroesclerosis, caracterizada por un
engrosamiento de la tnica intima con placas que contienen macréfagos llenos
de lipidos, grasas, principalmente el colesterol. En la disfuncion endotelial hay
una pérdida de vasodilatadores, con lo que el tono vascular aumenta. Como
ademas en esas condiciones suele haber un aumento en la produccion
endotelial de endotelina-1 y otros vasoconstrictores endoteliales, se produce un

vasoespasmo y un aumento de la rigidez arterial.

Un factor clave para la produccion endotelial de NO es la fuerza de
friccion ("shear stress"), que se refiere a la friccibn que se produce en las
células endoteliales como consecuencia del flujo de sangre. Esta fuerza de
friccion es directamente proporcional al flujo arterial, e inversamente
proporcional a la tercera potencia del diametro arterial (Malek et al., 1999;
Figura 7A). Por tanto, para un nivel dado de flujo, un pequefio cambio de
diametro produce una gran modificacion de esta fuerza. Diversos estudios han
demostrado que el "shear stress" oscila entre 1-6 dyn/cm? en el sistema
venoso, y entre 10-70 dyn/cm? en el sistema arterial (Figura 7B). En arterias de
conductancia sanas, un aumento del flujo arterial estimula una dilatacion
mediada por flujo. El aumento resultante del diAmetro del vaso actia de una
manera homeostatica para limitar el aumento de la fuerza de friccion
consecuencia del aumento del flujo. Esta dilatacibn mediada por flujo es un
buen indicador de funcién endotelial en estudios clinicos, y se ha observado

que esta alterada en enfermos diabéticos (Widlansky et al., 2003).
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Figura 7. "Shear stress" hemodinamico (Malek et al., 1999). A,
seccién transversal de un vaso sanguineo representando el "shear
stress”, donde T es la fuerza de friccion por unidad de superficie
actuando sobre la cara interna del vaso y sobre la superficie del
endotelio como consecuencia del flujo de sangre viscosa.. B,
diagrama que representa el rango de valores de "shear stress" de
las venas, arterias, y en estados patolégicos de bajo y alto "shear
stress".

El endotelio también juega un papel importante en el remodelado
vascular en respuesta a cambios cronicos de flujo sanguineo (Silver y Vita,
2006; Korshunov et al., 2007). Este remodelado es estimulado por cambios en
las fuerzas de friccibn, e implica una compleja interaccion entre factores
vasodilatadores, inflamacion local y factores que modifican la matriz
intercelular. En la diabetes se produce también una alteracion de esta funcion
de remodelado, y explica que la ateroesclerosis se produzca de forma difusa

estrechando y reduciendo el calibre vascular (Silver y Vita, 2006).

Otra funcién importante del endotelio es la regulacion del tono en los
vasos de resistencia que controlan el flujo sanguineo tisular y mantienen el
balance entre flujo sanguineo y necesidades tisulares (Tabit et al., 2010). Este

complejo proceso depende en gran parte de vasodilatadores endotelio-

39



Introduccion

independientes, como la adenosina, que dilata los vasos de resistencia y
aumenta el flujo tisular en respuesta a un aumento de la demanda de oxigeno.
Sin embargo, el NO endotelial también contribuye a la vasodilatacion mediada
por la isquemia y a la respuesta hiperémica al ejercicio. Por este mecanismo, la
disfuncion endotelial puede afectar a la regulacion de flujo local, y puede
contribuir a la mala adaptacion al ejercicio que ocurre en ciertos estados

patolégicos como insuficiencia cardiaca o vasculopatia periférica (diabetes).

En la patogenia de la ateroesclerosis también juega un papel importante
la inflamacion. En condiciones fisiologicas el NO previene la adhesion
leucocitaria y mantiene al endotelio en un estado quiescente, antiinflamatorio.
En presencia de factores de riesgo, el endotelio puede expresar moléculas de
adhesion, tales como la molécula de adhesion a la célula vascular 1 (VCAM-1)
y la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) que son necesarias para la
adhesion de los leucocitos a la superficie endotelial. ElI endotelio activado
también expresa factores gquimiotacticos, como la proteina quimioatrayente de
los monocitos 1 y otras citocinas proinflamatorias (factor de necrosis tumoral
beta, TNF-B) que contribuyen a la inflamacién de la pared arterial y promueve

la ateroesclerosis.

El endotelio produce una serie de factores protrombdéticos, como el
inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1), tromboxano, factor tisular y
factor von Willebrand, que estan en equilibrio con una serie de factores
antitrombdticos, como el NO, heparanos, prostaciclina, activador del
plasminégeno tisular y trombomodulina (Widlansky et al., 2003; Tabit et al.,

2010). Diversos factores de riesgo, incluyendo la diabetes, estan asociados con
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un cambio en este balance hacia un estado protrombotico antifibrinolitico.
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Figura 8. Papel de la disfuncion endotelial en la patogénesis de la
enfermedad cardiovascular (tomado de Widlansky et al., 2003).

En resumen (Figura 8), la disfuncion endotelial contribuye a la
patogénesis de la enfermedad vascular arterioesclerdtica promoviendo
inflamacion vascular, mitogénesis, adhesion de leucocitos, trombosis,
estrechamiento de la luz arterial, y alteracién de la regulacién del tono arterial y
del flujo. La disfuncion endotelial se ha descrito en diversas alteraciones
metabdlicas y cardiovasculares, tales como hipertension, enfermedad
coronaria, dislipemia y diabetes tipo 1 y 2. Teniendo en cuenta que la diabetes
es un importantisimo factor de riesgo cardiovascular no es sorprendente que
numerosos estudios clinicos hayan establecido la relacion entre la diabetes y la

disfuncion endotelial (Grover-Paez y Zavalza-Gémez, 2009; Tabit et al., 2010).
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Los mecanismos implicados en la disfuncion endotelial en la diabetes
son (Figura 9): 1) formacion de productos finales de la glicosilacion avanzada
(AGESs); 2) disminucion de la biodisponibilidad de NO mediada por la dislipemia
y la hiperglucemia; 3) cambios en la liberacién de Ca®* operada por depoésitos
(SOCE, store-operated Ca*" entry); y 4) memoria hiperglucémica (Ding y

Triggle, 2010).
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hyperglycaemic AMEGJ
memory AEDCF
Diabetes
Hyperglycaemia
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¥ N

Histone methylation 5
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Figura 9. Disfuncion endotelial en diabetes (Ding y Triggle, 2010)

Uno de los factores claves del dafio endotelial en la diabetes es la
hiperglucemia crénica a través de la produccion de AGEs, que se forman como
resultado de la glicosilacion no enzimatica de proteinas. La glicosilacion no

enzimatica consiste en la reaccion quimica de la glucosa con los grupos amino
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-NH, de las proteinas, formando bases de Schiff. La proporcion de estos
productos es proporcional a la concentracion de glucosa en sangre y, en
cuestion de horas, se reorganizan para formar los compuestos de Amadori,
mas estables, alcanzandose un equilibrio en unas semanas. Un ejemplo de
esta reaccion de glicosilacibn no enzimatica es la experimentada por la
hemoglobina HbAL. La glicosilacion de algunas proteinas puede comprometer
su funcionalidad, como en el caso de las proteinas de las paredes vasculares
que pueden aumentar la captacion de LDL favoreciendo la aterogénesis.
Ademas, los productos finales de la glicosilacion de algunas proteinas pueden
experimentar reacciones de autooxidacion, conduciendo a la formacién de
radicales libres. Algunos productos de la glicosilaciébn no enzimatica pueden ser
degradados o revertir a los productos de partida, pero los formados sobre el
colageno, el DNA y otras moléculas no solo son irreversibles sino que incluso
forman los llamados AGEs, que son estables y que se van acumulando sobre
los tejidos y vasos, permaneciendo en los mismos incluso si los niveles de
glucemia vuelven a la normalidad. Por este motivo los AGEs contribuyen a la
llamada "memoria hiperglucémica", un fendmeno en el que, incluso después de
restablecido el control glucémico en un paciente diabético, los efectos del
episodio de hiperglucemia persisten durante largo tiempo debido a la activacion
persistente de diversos genes, y que contribuye al desarrollo de la angiopatia

diabética.
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4. Androgenos
4.1. Generalidades

La testosterona es el esteroide con capacidad androgénica mas
importante, y se sintetiza mayoritariamente en las células de Leydig del
testiculo (95%), y el resto (5%) se sintetiza a nivel periférico a partir de la
androstendiona producida en la corteza suprarrenal (Matsumoto, 1994). La
secrecion diaria de testosterona es de 5-7 mg y presenta ritmo circadiano,
siendo los niveles mas altos por la mafiana. No esta relacionado con el suefio
ni con las variaciones de LH, ni con el ritmo de prolactina. Podria ser

consecuencia de un ritmo circadiano endégeno a nivel de los testiculos.

La testosterona tiene diversas acciones fisioldégicas que se manifiestan
en musculos, huesos, sistema hematopoyético, cerebro, 6rganos reproductores
y sexuales y tejido adiposo: 1) estimula el crecimiento y mantenimiento
muscular; 2) favorece el desarrollo 6seo e inhibe su resorcién; 3) aumenta la
produccion de glébulos rojos; 4) aumenta la libido; 5) mejora el estado de
animo y la funcion cognitiva; 6) favorece la funcién eréctil; y 7) aumenta la
lipdlisis. El hipogonadismo es wuna condicion clinica en la que la
hipotestosteronemia se asocia a una serie de signos y sintomas especificos,
como disminucion de la masa y la fuerza muscular, osteoporosis, y aumento de
la grasa central; otros sintomas son mas dificiles de diferenciar de los cambios
derivados del envejecimiento pero no relacionados especificamente con la
disminucion de la concentracion plasmatica hormonal: cansancio, disminucion
de la capacidad de trabajo, pérdida de la motivacion, deterioro cognitivo,

disminucién de la autoestima, depresion, irritabilidad, anemia, etc. (Bassil et al.,
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2009; Bain et al., 2010).

La testosterona actua principalmente a través de 4 vias (Figura 10, Liu et
al, 2003). La via de accion directa es caracteristica del musculo esquelético, en
el cual la testosterona se une y activa directamente el receptor de andrégenos
citosdlico. La via de amplificacion local es caracteristica de la prostata y del
foliculo piloso, donde la testosterona se convierte, a través del enzima 5-alfa-
reductasa, en el andrégeno mas potente, la dihidrotestosterona, por su mayor
capacidad de unidén estable al receptor. EI conocimiento de esta via ha
permitido el desarrollo de farmacos inhibidores selectivos de la 5-alfa-reductasa
para el tratamiento de la hipertrofia prostatica. La via de diversificacion,
caracteristica de huesos y cerebro, implica la conversion de la testosterona, a
través del enzima aromatasa, en estradiol, el cual interacciona a través de los
receptores ER-a 0 ER-B. La via de diversificacion permite a la testosterona
modular sus efectos biologicos a través de los efectos que implican la via
estrogénica, que a menudo difieren de los efectos mediados por los receptores
androgénicos. Finalmente, la via de inactivacion se produce principalmente en
el higado a través de su oxidacién y conjugacion a metabolitos biol6gicamente
inactivos excretados por el higado a la bilis y por los rifiones a la orina en forma

de 17- cetosteroides.
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Figura 10. Vias de accioén de la testosterona (Tomado de Liu
et al., 2003).

En el varén, la testosterona se encuentra en el plasma en tres formas:
por un lado, unida con alta afinidad a la globulina transportadora de hormonas
sexuales (SHBG) o también denominada globulina transportadora de
testosterona y estradiol (TeBG); por otro lado, también la encontramos unida
débilmente a la albumina y otras proteinas plasmaticas; y por ultimo, una
minima proporcion se encuentra en forma de testosterona libre. Sdlo la fraccion
de testosterona libre, que supone entre el 1 y 3 % de la testosterona total es
capaz de penetrar en las células diana y unirse a su receptor (Bassas Arnau,
2009). Debido a la unién labil entre la testosterona y la albumina existe un facil
intercambio de ésta con la libre, por lo que tiene una alta actividad biologica.
Por ello a estas dos fracciones se las denomina también testosterona
biodisponible o bioactiva. La union de la testosterona con la SHBG es muy

fuerte, por lo que su actividad biologica es escasa, considerandose un depdésito
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circulante de hormona.

4.2. Testosterona y enfermedad vascular

El papel de los androgenos sobre el sistema cardiovascular es
controvertido. Durante mucho tiempo han estado estigmatizados por su
indeseable asociacién con el mal uso y abuso de esteroides anabolizantes,
principalmente de los derivados 17-alquilados que tienen efectos adversos
metabdlicos (aumentar el LDL-colesterol), cardiacos y renales, aunque ninguno
de estos efectos debe atribuirse a la testosterona (Bain, 2010). Ademas, existen
numerosos estudios que indican la existencia de un marcado dimorfismo sexual
en gran cantidad de enfermedades cardiovasculares humanas (Perusquia y
Stallone, 2010): la hipertension y la enfermedad coronaria son mucho mas
frecuentes en varones que en mujeres premenopausicas, de lo que se puede
deducir que la testosterona tiene efectos deletéreos sobre el corazén y el
sistema vascular. Diversos estudios han sugerido una posible relacion de las
hormonas sexuales con los mecanismos renales que participan en el control
cardiovascular que estan alterados en la hipertension, particularmente el
sistema renina-angiotensina (Kienitz y Quinkler, 2008; Yanes et al., 2009). Por
otra parte, la mayor longevidad y el incremento de la poblacion anciana ha
aumentado enormemente el nimero de varones con hipogonadismo de inicio
tardio, y ha atraido la atencion sobre las consecuencias negativas del déficit de
testosterona en diferentes sistemas organicos, y entre ellos, el sistema
cardiovascular. Ademas, también es relativamente frecuente la utilizacion de la

terapia antiandrogénica en el tratamiento del cancer de prostata, y en especial
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en aquellos que tienen metastasis, y en estos pacientes aparecen también las
consecuencias negativas de la disminucion de andrdégenos. Numerosos estudios
realizados en las dos Ultimas décadas han demostrado que el déficit de
andrégenos esta asociado a un aumento de la mortalidad y a un aumento de la
enfermedad cardiovascular, existiendo una relacion inversa entre la
concentracion plasmatica de testosterona y la mortalidad por enfermedad
cardiovascular (Liu et al., 2003; Traish et al., 2009a). La hipotestosteronemia
en el anciano también estd asociada con un mayor riesgo de padecer un
accidente cerebrovascular (Yeap et al., 2009). El tratamiento con testosterona
en pacientes varones con insuficiencia cardiaca crénica mejora los sintomas y
su capacidad para realizar ejercicio fisico (Pugh et al., 2004). No obstante,
existe una cierta controversia sobre la utilidad de la terapia hormonal sustitutiva
en la prevencién y tratamiento de la enfermedad coronaria y de la enfermedad
cerebrovascular en el vardn, y sobre si los posibles beneficios superan los

riesgos potenciales de dicha terapia (Bassil et a/., 2009; Bain et al., 2010).

Existen datos clinicos y preclinicos que relacionan la disfuncion endotelial
y la deficiencia de andrdgenos (Traish et a/., 2009a). Los efectos de los bajos
niveles plasmaticos de androgenos en el sistema cardiovascular son: 1)
agravamiento de otros factores de riesgo cardiovascular (por €j., diabetes,
obesidad, etc.); 2) engrosamiento de la capa intima-media de la pared arterial;
3) disminucién de la presencia de células progenitoras endoteliales en la
circulacion; y 4) disminucion de la vasodilatacion mediada por flujo (Traish et
al, 2009a). En un estudio clinico realizado en 187 pacientes se observd que,

con independencia de otros factores de riesgo, los valores bajos de
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testosterona plasmatica se asocian a una menor vasodilatacion dependiente de
flujo de la arteria braquial, indicativa de disfuncion endotelial (Akishita et al.,
2007). En otro estudio clinico llevado a cabo con jévenes con hipogonadismo
hipogonadotrofico idiopatico se observd que existe una disminucién de las
células progenitoras endoteliales circulantes y que el tratamiento con
testosterona normaliza esta situacion (Foresta et al, 2008). Las células
progenitoras endoteliales son necesarias para la reparacion endotelial, y sus
niveles circulantes son bajos en situaciones de disfuncidn endotelial y
constituyen un importante factor de riesgo cardiovascular. Los andrdgenos
aumentan la proliferacion, migracién y formacion de colonias de las células
progenitoras endoteliales a través de su accidon sobre receptores androgénicos
localizados en el nucleo de dichas células (Foresta et al, 2008). En ratas
castradas se ha observado la presencia de dafios estructurales en el endotelio
que desaparecen con el tratamiento con testosterona o dihidrotestosterona (Lu

et al, 2007).

La relacién entre deficiencia de andrdgenos, disfuncion endotelial y
enfermedad vascular es muy compleja (Figura 11, Traish et a/, 2009a). La
resistencia a la insulina, que se agrava con la deficiencia androgénica, podria
contribuir a la disfuncion endotelial y a la enfermedad vascular, ya que provoca
dislipemia, hiperglucemia, hipertensién, inflamacidon vascular y mayor riesgo de
trombosis. La dislipemia y la hiperglucemia provocan estrés oxidativo y
activacion de citocinas proinflamatorias. El colesterol LDL promueve la

arterioesclerosis. La hiperglucemia, ademas, aumenta los productos finales de
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la glicosilacion avanzada y activa la via de la hexosamina. El tratamiento con

testosterona mejora todos estos factores.
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Figura 11. Mecanismos de afectacion vascular en el
hipogonadismo (Tomado de Traish et al., 2009a).

Los mecanismos por los cuales los andrégenos regulan la produccién y
liberacion de mediadores endoteliales implican la participacion del receptor
clasico androgénico citosolico que media la transcripcion de genes (mecanismo
genomico), y de un receptor de membrana que inicia procesos rapidos de
sefializacién intracelular (mecanismos no gendémicos) (Figura 12, Miller y
Mulvagh, 2007). Como se representa en la Figura 12 existe una gran

interaccion entre la testosterona y los estrogenos. La testosterona se sintetiza a
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partir de la dehidroepiandrosterona en el tejido extravascular. Tanto en
hombres como en mujeres, la testosterona puede ser aromatizada a 17-beta-
estradiol en el sistema vascular, el cual posteriormente es metabolizado a otros
compuestos activos o inactivos. Esto hace que los efectos de la testosterona

exdgena o de las terapias con testosterona sean dificiles de interpretar.
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Figura 12. Mecanismos de afectacidon endotelial de las
hormonas sexuales (Tomado de Miller y Mulvagh, 2007)

Los receptores para estrogenos y testosterona estan presentes tanto en
las células endoteliales como en las células musculares lisas de la pared
vascular, y median sus acciones sobre el tono vascular, adhesion de
macréfagos, agregacion plaquetar, diferenciacion y proliferacion celular y
apoptosis. Algunas de estas acciones ocurren rapidamente, en el transcurso de

minutos, no requieren de cambios en la transcripcién génica y se producen a
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través de los receptores de membrana (acciones no gendmicas), mientras que
otras se producen mas lentamente a través de cambios en la transcripcion

génica e implican los receptores clasicos citosdlicos (acciones gendmicas)

(Figura 13).
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Figura 13. Acciones gendmicas y no gendmicas de los
androgenos en el musculo liso vascular (Tomado de
Perusquia y Stallone, 2010)

El mecanismo de accion de los andrégenos sobre la funcion del sistema
cardiovascular es controvertido, ya que, como se ha dicho, la testosterona
puede actuar por mecanismos gendmicos y no genomicos. Los efectos
vasoactivos agudos, no genomicos, de la testosterona tienen cada vez mayor
interés y han sido objeto de diversas revisiones (Liu et al., 2003; Jones et al.,

2003; Jones et al., 2004; Perusquia y Stallone 2010). La testosterona actia
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como un vasodilatador coronario en gran variedad de especies, incluyendo
conejo, perro, cerdo y rata, tanto in vivo como in vitro. También se ha
observado esta accion vasodilatadora en aorta toracica y en vasos
mesentéricos y pulmonares. Ademas, en pacientes varones con enfermedad
coronaria, la administracion aguda intravenosa de testosterona aumenta la

respuesta vasodilatadora de la arteria braquial al flujo y a los nitratos.

La vasodilatacion inducida por la testosterona se produce,
probablemente, por mecanismos no gendmicos e implican cambios en la
conductancia de canales del musculo liso vascular, en concreto, la inactivacion
de canales de Ca*"* tipo L operados por voltaje o la activacién de canales de K*,
particularmente los canales de K™ operados por voltaje (K,) y/o canales de K*
de alta conductancia operados por Ca®* (BKca) (Figura 13, Perusquia y Stallone,
2010). Este serfa el mecanismo de accion de la vasodilatacion independiente de
endotelio que se ha observado a concentraciones suprafisioldgicas en diferentes
lechos. Por otra parte, también se ha observado que a dosis fisioldgicas (<100
nM) la testosterona puede provocar una vasodilatacion dependiente de
endotelio mediada por NO. La influencia del endotelio, el NO y los prostanoides
en la accion vasodilatadora de la testosterona no estd completamente
dilucidada, y existen estudios que muestran que esta relajacion no esta
relacionada, o sélo se relaciona parcialmente, con el NO endotelial y con los
prostanoides, dependiendo de la especie y del lecho vascular (Jones et al.,

2003).
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5. Diabetes mellitus y andrégenos

Diversos estudios epidemiolégicos muestran que la prevalencia de la
diabetes es mayor en varones que en mujeres (Grant et al., 2009). El
hipogonadismo y la diabetes estan frecuentemente asociados, y las dos
situaciones representan importantes factores de riesgo para la enfermedad
cardiovascular. En este sentido, se ha observado que la prevalencia de
diabetes en varones con hipotestosteronemia es mayor que en varones con
eugonadismo, y también se ha descrito que hay una mayor prevalencia de
hipogonadismo en los varones diabéticos que en los normoglucémicos
(Mulligan et al., 2006). Los enfermos diabéticos varones tienen frecuentemente
hipotestosteronemia (Grossman et al, 2008): el 43% de los varones con
diabetes tipo 2 y el 7% de los de tipo 1 tienen valores plasmaticos reducidos de
testosterona total, mientras que los porcentajes aumentan hasta el 57% de los
diabéticos tipo 2 y 20% de los de tipo 1 si se consideran los que tienen
disminuidos los valores plasmaticos de testosterona libre. Existe una estrecha
interrelacion entre los niveles plasmaticos reducidos de testosterona, la
hiperglucemia, la resistencia a la insulina, la obesidad y el sindrome metabdlico
(Figura 14, Traish et al., 2009b). Asi, los varones obesos, que tienen un mayor
riesgo de padecer diabetes, sindrome metabdlico y enfermedad cardiovascular,
suelen tener un cierto grado de hipogonadismo. Las causas son varias, pero el
factor clave es el aumento de conversion de testosterona en estradiol por la
elevada concentracion del enzima aromatasa en el tejido adiposo (Hammoud et
al., 2006). El estradiol, a su vez, reduce la hormona LH induciendo un estado

de hipogonadismo hipogonadotrépico (Vermeulen et al., 1993).
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Figura 14. Deficiencia androgénica y sindrome metabolico
(Tomado de Traish et al., 2009b).

Valorando conjuntamente todas estas interrelaciones, se ha sugerido que
la hipotestosteronemia puede tener un papel en la patogénesis de la resistencia
a la insulina y que la terapia sustitutiva con testosterona podria ser Gtil para

mejorar el control de la glucemia y para reducir el riesgo cardiovascular,

especialmente en varones diabéticos (Kapoor et al., 2005; Traish et al., 2009b).

Por otra parte, la enfermedad renal es una complicacion frecuente en los
pacientes diabéticos, y se ha observado que existen diferencias entre hombres
y mujeres (Marshall y Flyvberg, 2006). Las mujeres tienden a desarrollar
nefropatia tras el inicio de la diabetes mas precozmente que los hombres
(Harjutsalo et al., 2004), pero el riesgo de fracaso renal terminal es dos veces
mayor en hombres que en mujeres (Jones et al.,, 2005). También se ha

observado que el hipoandrogenismo es un factor de riesgo cardiovascular en
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los varones (Maggio y Basaria, 2009) y que aumenta el riesgo de padecer
diabetes y viceversa, la diabetes aumenta el riesgo de hipoandrogenismo
(Corona et al., 2009). Las concentraciones plasmaticas de testosterona se
correlacionan inversamente con la mortalidad por causa cardiovascular, asi
como con marcadores de inflamacién, y ademas pueden contribuir a empeorar
el prondstico de la enfermedad renal en el vardn (Ajayi y Fidelis, 2006; Carrero
et al., 2009). Ademas se ha observado en los enfermos renales que la ausencia
de testosterona es renoprotectora en los no diabéticos, mientras que en los
diabéticos los bajos niveles plasmaticos de testosterona empeoran la
progresion de la enfermedad renal (Bellinghieri et al., 2008; Xu et al., 2008), y
que el tratamiento hormonal sustitutivo con andrégenos puede ser
potencialmente util, en especial en el diabético varon (Kapoor et al., 2005).
Estos datos sugieren un papel importante de la testosterona en la fisiopatologia

de la nefropatia diabética.

Si bien es conocido que la testosterona provoca vasodilatacion, existe
poca informacién sobre las acciones directas vasculares y endoteliales de la

testosterona en el territorio cerebrovascular y renal, mas aun en la diabetes.
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Objetivos

El objetivo genérico del presente proyecto de investigacion consiste en
analizar los cambios que produce la diabetes experimental en los mecanismos
que regulan la respuesta de las arterias carétida y renal de conejo a la

testosterona.
Para ello se plantean los siguientes objetivos concretos:

1. Determinar la influencia de la diabetes en la concentracion plasmatica de
testosterona libre y testosterona total.

2. Determinar la respuesta de las arterias carotida y renal de conejo a la
testosterona, tanto en conejos normoglucémicos como diabéticos.

3. Estudiar la funcibn moduladora del endotelio, del 6xido nitrico y de
derivados del acido araquidonico en la respuesta de las arterias carotida
y renal de conejo a la testosterona, analizando los posibles cambios
inducidos por la diabetes experimental en dicha funcién.

4. Estudiar el papel de los canales de K" y del bloqueo de los canales de
Ca’?" en la respuesta de las arterias carétida y renal de conejo a la
testosterona, analizando los posibles cambios inducidos por la diabetes

experimental en dicha actividad.
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Material y métodos

Para la realizacion del presente trabajo se han utilizado 23 conejos
blancos machos de Nueva Zelanda, los cuales se dividieron en dos grupos al
azar, con valores de peso y glucemia similares. A 11 animales no se les realiz6
ninguna manipulacion experimental y constituyeron el grupo de conejos control,
mientras que a los otros 12 animales se les indujo la diabetes de forma
experimental y constituyeron el grupo de conejos diabéticos. Los estudios se
han llevado a cabo con segmentos de arteria cardtida comun y renal. Las
condiciones de estabulacion y los procedimientos experimentales utilizados se
han realizado respetando la normativa europea (86/609/EEC, Articulo 5,
Apéndice Il) y espafiola (RD 1201/2005) que regula el uso de animales en la

investigacion cientifica.
1. Induccion de la diabetes experimental

La induccién de la diabetes se realiza mediante la inyeccion, en la vena
marginal de la oreja, de una dosis Unica de un téxico selectivo de las células -
pancreaticas, el aloxano. Tras un ayuno de 24 horas, la inyeccién de aloxano
(100 mg/kg disueltos en 10 mL de solucién salina) se realiza al animal
previamente sedado con 40 mg de clorhidrato de Ketamina (Ketolar®). Debido
a la destruccion de las células B-pancreaticas provocada por el aloxano, en las
primeras horas posteriores a la inyeccién del mismo se produce una liberacion
masiva de insulina y un estado de hipoglucemia. Con el fin de evitar los graves
problemas que la hipoglucemia puede acarrear para la vida del animal, tras el
aloxano se le administran 10 mL de solucion glucosada al 5% por via

intravenosa, y al cabo de 15-20 minutos otros 10 mL de la misma solucion
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glucosada por via subcutanea. Durante las primeras horas se mantiene al
conejo con agua de bebida glucosada al 10% hasta que alcanza el estado
hiperglucémico (normalmente entre 24 y 48 horas después de la inyecciéon del
aloxano). Posteriormente, la solucion glucosada se sustituye por agua de

bebida normal y los animales permanecen estabulados durante seis semanas.

2. Determinacion de la concentracion plasmatica de glucosa vy

testosterona

En el periodo de estabulacibn a todos los animales (controles y
diabéticos) se les realizan controles de peso y glucemia semanalmente. La
concentracion de glucosa plasmatica fue medida por el método de la glucosa
oxidasa mediante un analizador de glucosa (Glucometer Elite, Bayer). Para
ello se utiliza una tira reactiva que aspira por capilaridad una pequefia cantidad
de sangre y la lleva a una cAmara de reaccién. Los resultados se obtienen tras

60 segundos.

La determinacién de la testosterona plasmatica se determind justo antes
de la muerte de los animales. Se obtuvieron muestras de sangre (3 ml) de la
arteria central de la oreja en tubos preparados con EDTA. Todas las muestras
se tomaron a la misma hora de la mafiana para evitar la influencia de las
variaciones del ritmo circadiano en los niveles plasmaticos de testosterona. La
sangre se centrifugd a 1900 rmp durante 15 min, y el plasma se almacen¢ a
-80°C. Posteriormente se determind por duplicado la testosterona plasmatica
libre 'y total mediante radioinmunoanalisis y quimioluminiscencia,

respectivamente (Gestion Sanitaria Integral SL, Valencia).
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3. Registro de la tension isométrica desarrollada por segmentos de arteria

carétiday renal de conejo

3.1. Obtencion y montaje de los segmentos arteriales

Los animales se sacrifican mediante una inyeccion, en la vena marginal
de la oreja, de una solucion de 10 mEq de KCI (0,5 mL/kg) previa anestesia con
inyeccion i.v. al 2% de 100 mg de tiopental sddico (Tiobarbital Braun). La
muerte se produce por parada cardiaca como consecuencia de la
despolarizacién miocardica. Para aislar las arterias carotidas se sitia al animal
en posicion de decubito supino y se le practica una incision longitudinal amplia
en la region anterior del cuello a cada lado de la traquea, extrayendo ambas
cardtidas mediante diseccion roma, obteniéndose asi segmentos arteriales de
unos 3-4 cm de longitud. Para aislar las arterias renales, se mantiene al animal
en la misma posicion, se le practica una incisién longitudinal amplia en la linea
media del abdomen, se apartan las visceras abdominales, y se diseccionan y
extraen las dos arterias renales. Inmediatamente las arterias se sumergen en
una solucién salina fisiolégica fria (4°C) y a continuacion, con la ayuda de una
lupa binocular (Wild M3B Heerbrugg) y utilizando una fuente de luz fria
(Euromex EK-1) para no deteriorar el tejido, se eliminan los restos de sangre de

su interior y se cortan en segmentos de aproximadamente 3-4 mm de longitud.

Para el registro de la tension isométrica desarrollada por los segmentos
arteriales, se introducen los extremos finos y rigidos de dos alambres de acero
inoxidable (207 pm de diametro) a través de la luz vascular. Uno de los
alambres queda unido a un soporte fijo, de tal forma que la arteria queda en

posicion horizontal. El otro se conecta a un transductor de tension isomeétrica,
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de forma que puede traccionar verticalmente, en sentido perpendicular al eje
mayor del segmento arterial, en respuesta a los cambios de tension que se
producen en la pared del vaso. La tension isométrica es convenientemente

amplificada, digitalizada, registrada y almacenada para su posterior analisis.

Cada segmento vascular, con los alambres en el interior de su luz, se
aloja en un bafio de 6rganos que contiene 5 mL de una solucion que simula las
condiciones fisiologicas (solucién nutritiva de Ringer-Locke). Esta solucidén se
encuentra burbujeada continuamente con gas carbégeno (95% de O,y 5% de
CO,), lo que le confiere un pH de 7.3-7.4. Un circuito de agua caliente, que
rodea las copas de los bafios, permite mantener las soluciones con los tejidos
vasculares a una temperatura constante de 37 + 0.5°C. Se dispone de una
reserva de la solucion, en condiciones idénticas a las descritas, que se utiliza

para renovar el medio en que se hallan inmersos los segmentos arteriales.

3.2. Técnicas de registro y medicion

El sistema de medida y registro consta, para cada uno de los segmentos
arteriales, de un transductor de tension isométrica (Panlab Mod. UF-1/ Letica
TRI 201), un tornillo micrométrico adaptado al transductor y capaz de desplazar
el conjunto transductor-alambre, un amplificador de tension (Amplifier Panlab
40154/Letica 1SO 506), y un sistema informatizado de digitalizacion y registro

(PowerLab 8sp y software Chart 5, ADInstruments).

Los cambios de tensidn isométrica producidos por los diferentes
estimulos aplicados sobre los segmentos arteriales se cuantifican midiendo, a

partir del trazado basal o del trazado de tono activo, el desplazamiento
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producido hasta el efecto maximo desarrollado por cada una de las dosis. Las
cantidades obtenidas pueden expresarse en términos absolutos (mg) o
relativos, es decir, porcentualmente, respecto del tono activo o de la tension

producida por un estimulo previo.
3.3. Procedimiento experimental

Una vez situados los segmentos arteriales en el bafio de 6rganos, previa
calibracion del aparato, se les aplica mediante rotacion del tornillo
micrométrico, una tension basal de 2 g. Dado que la tendencia inmediata de los
segmentos arteriales es relajarse, la tensién debe reajustarse peridodicamente
hasta que se estabilizan a dicha tensién. Durante este periodo el liquido
nutritivo se renueva cada 20 minutos. Una vez alcanzada una tension basal
estable, y con el fin de analizar la reactividad de los segmentos arteriales, éstos
se someten a un estimulo despolarizante con una solucion de KCI 50 mM.
Posteriormente, tras varios lavados en solucion nutritiva se verifica la
funcionalidad endotelial administrando un tono activo con fenilefrina (10° M) y
comprobando la relajacién a la acetilcolina (10 M). Por (ltimo, tras realizar
varios lavados de las arterias con la solucién nutritiva durante un periodo de

45-60 minutos, se inician las curvas concentracion-respuesta a la testosterona.

Los experimentos se llevan a cabo en arterias carotida y renal de
conejos control y diabéticos. Las curvas concentracion-respuesta a la
testosterona (10%-10* M) se obtienen de forma acumulativa en arterias a
tensién basal y en arterias previamente contraidas con noradrenalina (107'-
3x10° M). El tono activo inducido por la noradrenalina en arterias carétida

(2388 + 198 mg) y renal (4206 + 395 mg) de conejo control fue similar al
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obtenido en arterias cardtida (2344 = 190 mg) y renal (4022 + 427 mg) de
conejo diabético. Se inician las curvas concentracion-respuesta a la
testosterona (108-10* M) en las diversas situaciones experimentales. Dichas
curvas se obtienen mediante la adicion al bafio de o6rganos de dosis
acumulativas de testosterona. Cada dosis se afiade cuando la inmediatamente
anterior ha desarrollado su efecto maximo, siendo la concentracion del farmaco
en el bafio cuando se aplica una dosis, la suma de esta ultima con las dosis
administradas con anterioridad a ella. En cada segmento arterial se realiz6 una

anica curva concentracion-respuesta de testosterona.

Para el estudio del papel del endotelio en la respuesta arterial, se
realizaron curvas concentracion-respuesta a la testosterona en arterias
precontraidas previamente sometidas a la eliminacién mecénica del endotelio

mediante el raspado de la superficie luminal.

Para el estudio del papel del o6xido nitrico se realizaron curvas
concentracion-respuesta a la testosterona en arterias precontraidas
previamente incubadas (20 minutos) con el inhibidor de la sintesis de NO, N°-

nitro-L-arginina (L-NOArg, 10 M).

Para el estudio del papel de los derivados del acido araquidonico se
realizaron curvas concentracion-respuesta a la testosterona en arterias
precontraidas previamente incubadas (20 minutos) con el inhibidor de la

ciclooxigenasa, indometacina (10 M).

En arteria carotida, para ver la participacion de los canales de K*

dependientes de Ca?" se realizaron curvas concentracién-respuesta de
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testosterona en arterias precontraidas y preincubadas con la clasica
combinacién de apamin (10° M), un inhibidor selectivo de los canales de K*
dependientes del Ca?* de pequefia conductancia, y charibdotoxina (108 M), un
inhibidor no selectivo de los canales de K* dependientes de Ca®** de mediana y
gran conductancia y de algtin canal de K* dependiente de voltaje. En arteria
renal, para ver la participacion de los canales de K de gran conductancia
activados por Ca?* (BKca) Yy de los canales de K* sensibles a voltaje (K,), se
realizaron curvas concentracion-respuesta de testosterona en arterias
precontraidas y preincubadas con el inhibidor de dichos canales,

tetraetilamonio (TEA, 10 M).

Finalmente, para investigar la posible accion inhibidora de la entrada de
Ca”* de la testosterona se realizaron curvas concentracion-respuesta de CaCl,
(10°-10 M) en presencia y en ausencia de testosterona (10 M). Para ello, los
segmentos arteriales se lavan tres veces, con 10 min de intervalo, en una
solucién Ringer-Locke libre de Ca®*" que contiene 1 mM de &cido etilenglicol
tetraacético (EGTA), y a continuacion se reemplaza la solucion de lavado por
un medio libre de Ca®** + 50 mM de KCI con/sin testosterona (10 M); al cabo

de 30 min se realizan las curvas de CacCl..

Todos los experimentos se realizaron utilizando segmentos arteriales
procedentes de conejos control y segmentos arteriales procedentes de conejos
diabéticos con el fin de estudiar el efecto de la diabetes experimental sobre

cada uno de los aspectos objeto de estudio.
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4. Western blot

Complementando los estudios funcionales, se examiné la expresion de
eNOS, iINOS, COX-1 y COX-2 en las arterias cardtida y renal de conejo. Para
ello se utilizaron 22 arterias carétidas y 22 renales ultracongeladas (11 de cada
grupo de conejos), que se pulverizaron en nitrogeno liquido y posteriormente se
homogenaron con tampon de lisis (ProteoJetTM Mammalian Cell Lysis
Reagent, Fermentas) que contiene un cocktail de inhibidores de proteasas (1%,
Sigma). El polvo fue resuspendido con un vértex e incubado durante 10 min a
temperatura ambiente en un agitador (1200 rpm), y el lisado fue purificado por
centrifugacion a 8255 rpm durante 15 min. El lisado celular resultante fue
almacenado a -80°C hasta su uso. La concentracion de proteinas se determind
con el kit BCA (Pierce, Rockford, IL). Los extractos de proteinas (80 pg) se
disolvieron en tampon de carga (NUPAGE LDS, Invitrogen), y se cargaron en
un gel de gradiente (NUPAGE 4-12 Bis-TRIS GEL, Invitrogen) para
electroforesis y se transfiieron a membranas de nitrocelulosa para
inmunomarcado. A continuacién, las membranas se bloquearon durante una
hora a temperatura ambiente en una solucion con leche desnatada al 5% en
TBS con 100 pl de Tween 20. Después, se incubaron durante toda la noche
con el correspondiente anticuerpo primario policlonal: 1) eNOS (1:200; Abcam);
2) INOS (1:200; Abcam); 3) COX-1 (1:3000; Cayman); y COX-2 (1:3000;
Cayman). A la mafiana siguiente, las membranas se incubaron (1:5000) con el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa de rabano
picante, durante 1 hora a temperatura ambiente, y posteriormente se trataron
con reactivos para potenciar la quimioluminiscencia (ECL, Amersham Life

Science) y se revelaron sobre un film de rayos X XAR-5 (Eastman Kodak Co.,
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Rochester, NY). La comparacion entre los diferentes grupos se llevo a cabo por
cuantificacion densitométrica. Las bandas de los Western blots se analizaron
con un densitometro Scan Jet 4-C usando el software NIH IMAGE 1.61. Las
densidades relativas de las bandas inmunorreactivas fueron normalizadas con

la densidad de las correspondientes bandas de 3-actina.
5. Enzimoinmunoanalisis (EIA)

La liberacion de tromboxano A, Yy prostaciclina inducida por
testosterona (10™ M) se estudié mediante EIA. Para determinar la produccién
de tromboxano B, (metabolito estable de tromboxano A;) y 6-keto-PGFy,
(metabolito estable de la prostaciclina), los segmentos de arteria carétida y
renal de conejo se incubaron en 200 pl de solucién de Ringer-Locke con
noradrenalina (10°® M) y testosterona (10* M) durante 4 horas a 37°C, y
posteriormente, el medio de incubacién se proceso en los correspondientes kits
(EIAs; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). Las muestras se procesaron por
triplicado, y las concentraciones de eicosanoides se estandarizaron en relacion

al peso seco de cada segmento arterial.
6. Analisis de los resultados

La respuesta relajante a la testosterona se expresa como porcentaje
respecto al tono activo previamente inducido por noradrenalina. La contraccion
inducida por el CaCl, se expresa como porcentaje de la despolarizacion previa
con KCI 50 mM. Para cada situacion experimental, las curvas concentracion-
respuesta se repiten en segmentos arteriales procedentes de animales

diferentes. Los datos se agrupan posteriormente segun el tipo de experimento y
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a partir de los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones se
calcula la media aritmética, la desviacion tipica y el error estandar de la media
(EEM). Estos valores nos permiten obtener las curvas concentracion-respuesta
medias para cada una de las situaciones experimentales. El andlisis estadistico
para determinar las posibles diferencias entre las distintas situaciones
experimentales planteadas, se realiza mediante un analisis de la varianza
(ANOVA) de dos vias, seguido del test post hoc de comparaciones mdultiples
Bonferroni. La comparacién de los resultados obtenidos en los ensayos de
Western blot y EIA entre el grupo de animales control y el grupo de animales
diabéticos se realiza con el test de la t de Student. Las diferencias se

consideran significativas si P<0,05.

7. Farmacos y soluciones

Aloxano, acetilcolina, fenilefrina, noradrenalina, testosterona, L-NOArg,
indometacina, apamin, charibdotoxina, TEA y EGTA proceden de RBI-Sigma—
Aldrich Quimica. Todos los farmacos se disuelven en solucion salina fisiolégica,
excepto la testosterona e indometacina que se disuelven y diluyen en etanol y
el apamin que se disuelve en agua destilada. En estudios previos hemos
comprobado la ausencia de efecto sobre el tono vascular de la concentracién
mas alta de etanol que se alcanza en el bafio de organos (0.69%, v/v). La
composicion de la solucion Ringer-Locke es (mM): NaCl, 120; KCI, 5.4; CaCl,,
2.2; MgCl,, 1.0; NaHCOg3, 25; y glucosa, 5.6. Para preparar la solucién nutritiva
de Ringer Locke en primer lugar se prepara una solucion concentrada (20x) de
cloruros (NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,) que se diluye en el momento de su uso,

afiadiendo entonces el NaHCOg3 y la glucosa. La solucién despolarizante de
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KCI 50 mM, se prepara del mismo modo que la solucion de Ringer Locke, pero
sustituyendo parte del NaCl por una cantidad equimolar de KCI. En la solucién

libre de Ca®*, el CaCl, se omiti6 y se afiadié 1 mM de EGTA.
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Resultados

1. Valores de glucosay testosterona plasmaticos

Los conejos del grupo diabético mostraron un aumento significativo en la
concentracion plasmatica de glucosa (5.7 + 0.02 y 18.4 + 1.2 mM en conejo
control y diabético, respectivamente), y un menor peso final, 6 semanas
después de la administracion del aloxano, en comparacion con los conejos del
grupo control (3.71+ 0.17 y 3.35 + 0.07 kg en conejo control y conejo diabético,

respectivamente).

La concentracion plasméatica de testosterona total y de testosterona libre

de conejos diabéticos fue significativamente menor que en conejos control

(Figura 15).
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Figura 15. Concentraciéon plasmatica de testosterona libre (A) y
testosterona total (B) en conejos control (n=8) y diabéticos (n=12).
Los valores representan la media + EEM de "n" conejos.
Significativamente diferente, * P<0.05
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2. Curvas concentracion-respuesta
2.1. Arteria cardtida de conejo

El tono basal de los segmentos de arteria carétida, tanto de animales
control como diabéticos, no se modificd con la adicion de dosis acumulativas de
testosterona (10® -10* M). Sin embargo, en arterias carétidas aisladas de
conejo control o de conejo diabético, precontraidas con noradrenalina (10° M),
la testosterona (10® -10* M) produjo una respuesta relajante, de magnitud
dependiente de la concentracion utilizada (Figura 16). En arterias de conejo
diabético, la relajacion fue significativamente mayor que en arterias de animal
control. Dicha relajacion fue significativamente mayor en el grupo de diabetes

inducida frente al grupo control (Figura 16)
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Figura 16. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias carétidas, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (n=17) y diabético (n=20). Los valores se expresan
como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de "n"
segmentos arteriales. Significativamente diferente, ** P<0.01; ***
P<0.005
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En arterias de conejo control, la eliminacion del endotelio no modificé la
respuesta relajante arterial a la testosterona (Figura 17A). En arterias de conejo
diabético, la eliminacién del endotelio inhibié significativamente la accidn

relajante de la testosterona (Figura 17B).

En arterias de conejo control, la incubacién de los segmentos arteriales
con L-NOArg (10° M) no modificé la respuesta relajante arterial a la
testosterona (Figura 18A). En arterias de conejo diabético, la L-NOArg (10° M)

inhibié significativamente la accion relajante de la testosterona (Figura 18B).
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Figura 17. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias carotidas, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (A) y diabético (B) en situacion control y en arterias sin
endotelio (n=18 conejo control; n=16 conejo diabético). Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media +
EEM de "n" segmentos arteriales. Significativamente diferente, ***
P<0.005
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Figura 18. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias carétidas sin endotelio, precontraidas con noradrenalina,
procedentes de conejo control (A) y diabético (B) en situacion control
y tras incubacién con L-NOArg 10° M (n=12 conejo control; n=11
conejo diabético). Los valores se expresan como porcentaje del tono
activo y representan la media £ EEM de "n" segmentos arteriales.
Significativamente diferente, *** P<0.005

En conejos control, la incubacion de los segmentos arteriales con
indometacina (10> M) aumentd la relajacion arterial a la testosterona, tanto en
arterias con endotelio (Figura 19A) como en arterias sin endotelio (Figura 20A).
Por contra, en conejos diabéticos la indometacina inhibié significativamente la
relajacion a la testosterona de arterias con endotelio (Figura 19B) pero no

modifico la relajacion en arterias sin endotelio (Figura 20B).
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Figura 19. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias carétidas, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (A) y diabético (B) en situacién control y tras incubacion
con indometacina 10° M (n=10 conejo control; n=10 conejo diabético).
Los valores se expresan como porcentaje del tono activo y
representan la media + EEM de "n" segmentos arteriales.
Significativamente diferente, * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.005
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Figura 20. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias carétidas sin endotelio, precontraidas con noradrenalina,
procedentes de conejo control (A) y diabético (B) en situacién control
y tras incubacién con indometacina 10° M (n=9 conejo control; n=10
conejo diabético). Los valores se expresan como porcentaje del tono
activo y representan la media + EEM de "n" segmentos arteriales.
Significativamente diferente, *** P<0.005
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La incubacion de los segmentos de arteria carétida con charibdotoxina

(10® M) y apamina (10° M) no inhibié significativamente la curva de relajacién

a testosterona, ni en animales control (Figura 21A) ni en animales diabéticos

(Figura 21B).
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Figura 21. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias carotidas, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (A) y diabético (B) en situacion control y tras incubacion
con apamin 10° M y charibdotoxina 10® M (n=12 conejo control; n=9
conejo diabético). Los valores se expresan como porcentaje del tono
activo y representan la media + EEM de "n" segmentos arteriales.

Por ultimo, en ambos grupos de animales, concentraciones acumulativas

de CaCl, (10°-102 M) en arterias despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas

en un medio libre de Ca?* produjo una contraccién de magnitud dependiente de

la concentracion, sin diferencias significativas entre la respuesta obtenida en

arterias de conejo control y la obtenida en arterias de conejo diabético (Figura

22).
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Figura 22. Curvas concentracion-respuesta de CaCl, en arterias
carotidas despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas en un medio sin
ca®, procedentes de conejo control (n=13) y diabético (n=14). Los
valores se expresan como porcentaje de la despolarizacion
previamente producida por KCI 50 mM y representan la media + EEM
de "n" segmentos arteriales.
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Figura 23. Curvas concentracion-respuesta de CaCl, en arterias
carétidas despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas en un medio sin
Ca”, procedentes de conejo control (A) y diabético (B) en situacion
control e incubadas con testosterona 10 M (n=9 conejo control; n=14
conejo diabético). Los valores se expresan como porcentaje de la
despolarizacion previamente producida por KCI 50 mM y representan
la media + EEM de "n" segmentos arteriales. Significativamente
diferente, * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.005
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En arterias procedentes de ambos grupos de animales, la incubacion
con testosterona (10* M) inhibié fuertemente la contracciéon producida por
CacCl, (Figura 23). Esta inhibiciéon fue significativamente menor en arterias de

conejo diabético que en las de conejo control (Figura 24).
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Figura 24. Curvas concentracion-respuesta de CaCl, en arterias
carétidas despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas en un medio sin
ca®, en presencia de testosterona (10-4 M) procedentes de conejo
control (n=9) y diabético (n=14). Los valores se expresan como
porcentaje de la despolarizacion previamente producida por KCI 50
mM y representan la media £+ EEM de "n" segmentos arteriales.
Significativamente diferente, ** P<0.01

2.2. Arteriarenal de conejo

El tono basal de los segmentos de arteria renal, tanto de animales
control como diabéticos, no se modificd con la adicion de dosis acumulativas de
testosterona (10® -10* M). Sin embargo, en arterias renales precontraidas,
aisladas de conejo control, la testosterona (10 -10* M) produjo una respuesta

relajante, de magnitud dependiente de la concentracion utilizada (Figura 25).
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Figura 25. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias renales, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (n=6) y diabético (n=10). Los valores se expresan
como porcentaje del tono activo y representan la media + EEM de "n"
animales.

En arterias de conejo diabético, la testosterona también produjo una
relajacion que no fue significativamente diferente a la obtenida en arterias de

animal control (Figura 25).

En arterias de conejo control (Figura 26A) y de conejo diabético (Figura
26B), la eliminacion del endotelio inhibi6é intensamente la respuesta relajante

arterial a la testosterona.

La incubacién de los segmentos arteriales con L-NOArg (10° M) no
modifico la respuesta relajante arterial a la testosterona en arterias de conejo

control (Figura 27A) ni en arterias de conejo diabético (Figura 27B).
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Figura 26. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias renales, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (A) y diabético (B) en situacion control y en arterias sin
endotelio (n=5 conejo control; n=5 conejo diabético). Los valores se
expresan como porcentaje del tono activo y representan la media +
EEM de "n" animales. Significativamente diferente, * P<0.05; ***
P<0.005
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Figura 27. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias renales sin endotelio, precontraidas con noradrenalina,
procedentes de conejo control (A)e/ diabético (B) en situacidn control
y tras incubacién con L-NOArg 10~ M (n=4 conejo control; n=5 conejo
diabético). Los valores se expresan como porcentaje del tono activo y
representan la media + EEM de "n" animales.
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En arterias con endotelio, la incubacion de los segmentos arteriales con
indometacina (10° M) no modificé la relajacién arterial a la testosterona tanto
en conejos control (Figura 28A) como en conejos diabéticos (Figura 28B). Por
contra, en arterias sin endotelio la indometacina aumento significativamente la
relajacion a la testosterona de arterias de conejos control (Figura 29A) y de

conejos diabéticos (Figura 29B).
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Figura 28. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias renales, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (A) y diabético (B) en situacién control y tras incubacion
con indometacina 10®° M (n=4 conejo control; n=6 conejo diabético).
Los valores se expresan como porcentaje del tono activo y
representan la media + EEM de "n" animales.
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Figura 29. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias renales sin endotelio, precontraidas con noradrenalina,
procedentes de conejo control (A) y diabético (B) en situaciéon control
y tras incubacién con indometacina 10° M (n=4 conejo control; n=4
conejo diabético). Los valores se expresan como porcentaje del tono
activo y representan la media + EEM de "n" animales.
Significativamente diferente, ** P<0.01; *** P<0.005
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Figura 30. Curvas concentracion-respuesta de testosterona en
arterias renales, precontraidas con noradrenalina, procedentes de
conejo control (A) y diabético (B) en situacion control y tras incubacion
con TEA 10° M (n=6 conejo control; n=5 conejo diabético). Los
valores se expresan como porcentaje del tono activo y representan la
media £ EEM de "n" animales.
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La incubacién de los segmentos de arteria renal con TEA (10 M) no
inhibié significativamente la curva de relajacion a testosterona, ni en animales

control (Figura 30A) ni en animales diabéticos (Figura 30B).

Por altimo, en ambos grupos de animales, concentraciones acumulativas
de CaCl, (10°-102 M) en arterias despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas
en un medio libre de Ca?* produjo una contraccién de magnitud dependiente de
la concentracion, que fue significativamente mayor en arterias de conejo

diabético que en arterias de conejo control (Figura 31).
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Figura 31. Curvas concentracion-respuesta de CaCl, en arterias
renales despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas en un medio sin
ca®, procedentes de conejo control (n=4) y diabético (n=5). Los
valores se expresan como porcentaje de la despolarizacion
previamente producida por KCI 50 mM y representan la media + EEM
de "n" animales. Significativamente diferente, ** P<0.01
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Figura 32. Curvas concentracion-respuesta de CaCl, en arterias
renales despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas en un medio sin
ca®, procedentes de conejo control (A) y diabético (B) en situacion
control e incubadas con testosterona 10 M (n=6 conejo control; n=6
conejo diabético). Los valores se expresan como porcentaje de la
despolarizacién previamente producida por KCI 50 mM vy representan

la media + EEM de "n" animales. Significativamente diferente, ***
P<0.005
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Figura 33. Curvas concentracion-respuesta de CaCl, en arterias
renales despolarizadas con KCI 50 mM e incubadas en un medio sin
ca®, en presencia de testosterona (10"4 M) procedentes de conejo
control (n=6) y diabético (n=6). Los valores se expresan como
porcentaje de la despolarizacion previamente producida por KCI 50
mM y representan la media +* EEM de "n" animales.
Significativamente diferente, *** P<0.005
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En arterias procedentes de ambos grupos de animales, la incubacién
con testosterona (10* M) inhibié fuertemente la contracciéon producida por
CaCl, (Figura 32). En presencia de testosterona (10* M) la contraccién
inducida por CacCl; fue significativamente mayor en arterias de conejo diabético

gue en las de conejo control (Figura 33).
3. Western blot y EIA
3.1. Arteria carétida de conejo

El andlisis por Western blot de la isoforma constitutiva eNOS (Figura
34A) y de la inducible INOS (Figura 34B) revel6 que la arteria carétida de
conejo sobreexpresa estas proteinas en conejos diabéticos, y mucho mas en la
INOS que en la eNOS. En arteria caroétida, la expresion de COX-1 no fue
diferente en conejos diabéticos en comparacion con los conejos control (Figura
35A), pero la expresion de COX-2 fue significativamente mayor en conejos

diabéticos (Figura 35B).

El estudio por enzimoinmunoensayo revel6 que la testosterona provoca
liberacion de tromboxano A, (Figura 36A) y prostaciclina (Figura 36B) en la
arteria carétida de conejo. La diabetes no modifico significativamente la
liberacion de tromboxano A, (Figura 36A) pero aumentd la liberacién de

prostaciclina (Figura 36B).
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Figura 34. Western blot representativo y expresion relativa de eNOS
(A) y de INOS (B) en arteria carétida de conejo control (n=6) y conejo
diabético (n=6). La B-actina se muestra como control de la carga de
proteina. La densidad relativa de las bandas inmunorreactivas se han
normalizado respecto de la densidad de las correspondientes bandas
de B-actina y los valores representan la media + EEM de "n" conejos.
Significativamente diferente, * P<0.05; *** P<0.005
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Figura 35. Western blot representativo y expresion relativa de COX-1
(A) y de COX-2 (B) en arteria carétida de conejo control (n=8) y
conejo diabético (n=8). La B-actina se muestra como control de la
carga de proteina. La densidad relativa de las bandas
inmunorreactivas se han normalizado respecto de la densidad de las
correspondientes bandas de f-actina y los valores representan la
media + EEM de "n" conejos. El control positivo es la fraccién total de
macrofagos RAW 264.7 de raton estimulados con LDS 24 horas. En
el control negativo solo hay tampén de carga sin muestra.
Significativamente diferente, * P<0.05
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Figura 36. Liberacién inducida por testosterona (10° M) de
tromboxano A, (A) y prostaciclina (B) en arteria carétida de conejo
control (n=6) y conejo diabético (n=10). La liberacion se expresa en
pg de eicosanoide por ml por mg de tejido y los valores representan la
media £ EEM de "n" conejos. Significativamente diferente, * P<0.05

3.2. Arteriarenal de conejo

El analisis por Western blot de la isoforma constitutiva eNOS (Figura
37A) y de la inducible iINOS (Figura 37B) revelé que la arteria renal de conejo
expresa estas proteinas y que no existen diferencias significativas entre
conejos diabéticos y conejos control. En arteria renal, la expresion de COX-1
no fue diferente en conejos diabéticos en comparacion con los conejos control

(Figura 38A), pero la expresion de COX-2 fue significativamente menor en

conejos diabéticos (Figura 38B).
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Figura 37. Western blot representativo y expresion relativa de eNOS
(A) y de iNOS (B) en arteria renal de conejo control (n=6) y conejo
diabético (n=6). La B-actina se muestra como control de la carga de
proteina. La densidad relativa de las bandas inmunorreactivas se han
normalizado respecto de la densidad de las correspondientes bandas
de B-actina y los valores representan la media £ EEM de "n" conejos.
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Figura 38. Western blot representativo y expresion relativa de COX-1
(A) y de COX-2 (B) en arteria renal de conejo control (n=4) y conejo
diabético (n=4). La B-actina se muestra como control de la carga de
proteina. La densidad relativa de las bandas inmunorreactivas se han
normalizado respecto de la densidad de las correspondientes bandas

de B-actina y los valores representan la media + EEM de "n" conejos.
Significativamente diferente, * P<0.05
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El estudio por enzimoinmunoensayo revel6 que la testosterona provoca

liberacion de tromboxano A, (Figura 39A) y prostaciclina (Figura 39B) en la

arteria renal de conejo. La diabetes no modificé significativamente la liberacion

de tromboxano A, (Figura 39A) ni la liberacién de prostaciclina (Figura 39B).
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Figura 39. Liberacién inducida por testosterona (10° M) de
tromboxano A, (A) y prostaciclina (B) en arteria renal de conejo
control (n=4) y conejo diabético (n=4). La liberacion se expresa en pg
de eicosanoide por ml por mg de tejido y los valores representan la
media + EEM de "n" conejos.
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Discusién

Para el estudio experimental de la diabetes se han usado,
tradicionalmente, modelos animales que permiten, por un lado, el estudio de la
etiologia de la diabetes mellitus, y por otro, el estudio de los mecanismos
involucrados en las complicaciones diabéticas. Las caracteristicas generales de
la diabetes inducida experimentalmente en animales son similares a las de la
diabetes humana. Entre los modelos mas utilizados estan los que inducen la
diabetes mediante la inyeccion de un téxico (aloxano o estreptozotocina) al
animal de experimentacion (Ozturk et al., 1996). La inyeccion de aloxano
produce una destruccion de las células B-pancreaticas ocasionando en el
animal un sindrome equivalente a la diabetes insulino-dependiente o tipo 1, con
hiperglucemia, polidipsia, glucosuria, poliuria y pérdida de peso (Ozturk et al.,
1996). En el presente trabajo hemos utilizado un modelo de diabetes
experimental en conejos por aloxano. Este modelo se adapta muy bien a la
infraestructura disponible, ya que existe un animalario perfectamente equipado
para la estabulacion de los conejos, y frente al modelo en rata tiene la ventaja
de que el tamafio de las arterias se adapta muy bien al sistema de bafio de
organos utilizado por el grupo de investigacion. Los conejos diabéticos
presentan poliuria, polidipsia, hiperglucemia y menor aumento ponderal que los
conejos del grupo control, confirmando la conocida eficacia del aloxano en la

induccion experimental de la diabetes.

Se ha observado que existe una clara asociacion entre diabetes e
hipogonadismo que incrementa el riesgo de sufrir cualquier complicaciéon
cardiovascular, con la consiguiente afectacion de la calidad y la esperanza de
vida del paciente. En humanos se ha visto que los niveles plasméaticos de

testosterona libre y testosterona total estdn inversamente asociados con
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factores de riesgo cardiovascular, en particular con la severidad del ictus y la
mortalidad a los 6 meses post ictus y con la resistencia a la insulina (Jeppesen
et al., 1996), y también con la progresion de la enfermedad renal del diabético
(Xu et al., 2008). También se ha visto que existe una asociacion entre bajos
niveles de testosterona total y libre con el incremento del riesgo de mortalidad
en pacientes varones sometidos a dialisis sugiriendo que el tratamiento del
hipogonadismo podria ser efectivo para aquellos pacientes con una afectacion
renal cronica (Carrero et al., 2009). Estos datos indican por tanto que la
testosterona tiene un importante papel en la fisiopatologia de las enfermedades
cardiovasculares y de la nefropatia del enfermo diabético. En el presente
trabajo hemos estudiado esta interaccion entre diabetes e hipogonadismo
midiendo los niveles plasmaticos de testosterona libre y testosterona total.
Nuestros resultados apoyan esta interrelacion, ya que la concentracion
plasmatica de testosterona libre y total fue mas baja en los conejos diabéticos
gue en los conejos control. Se ha sugerido la posibilidad de que el trastorno
primario sea el hipogonadismo, ya que la liberacion de una cantidad deficiente
de testosterona va seguida de resistencia periférica a la insulina, que ademas
puede ser mejorada mediante terapia sustitutiva con testosterona (Miner y
Seftel, 2007). Teniendo en cuenta el protocolo experimental que hemos usado
en este trabajo, nuestros resultados sugieren que el hipogonadismo es
consecuencia de la diabetes y no al revés. Ademas, los resultados obtenidos
también coinciden con la marcada reduccion de los niveles de andrégenos que
aparece en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina (Centol et al.,

1988).
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1. Efecto de la testosterona sobre la arteria carotida

Nuestros resultados muestran que la testosterona, a concentraciones
suprafisiolégicas, relaja la arteria carotida de conejo. Aunque la vasodilatacion
inducida por la testosterona in vivo se observa a concentraciones alrededor de
10 nM, en vasos aislados la relajacion a la testosterona se evidencia para
concentraciones micromolares (10-100 uM) similares a las del presente estudio
(Jones et al., 2004; Seyrek et al., 2007; Malkin et al., 2006; Unemoto et al.,
2007; Perusquia y Stallone, 2010). La relajacion maxima a la testosterona fue
mayor en arteria carétida de animales diabéticos (61%) que en animales control
(33%). Como la diabetes inhibe la relajacion dependiente del endotelio inducida
por acetilcolina en arteria carétida (Miranda et al., 2000) podriamos pensar que
la hiperreactividad de la arteria carétida a la testosterona en la diabetes se
deberia mas a la existencia de hipotestosteronemia que a la diabetes en si
misma. Ademas, este argumento estaria reforzado por los resultados obtenidos
ex vivo en pacientes con deficiencia androgénica en los que se ha constatado
gue la testosterona provoca un incremento de la vasodilatacion en arterias de
resistencia, efecto que se elimina mediante una apropiada terapia sustitutiva de

la testosterona (Malkin et al., 2006).

La respuesta relajante de la arteria carétida a la testosterona se puso de
manifiesto de forma rapida, en el transcurso de unos pocos minutos, lo que
sugiere que esta accion se lleva a cabo por mecanismos no genodmicos.
Nuestros resultados también muestran que la vasodilatacion inducida por la
testosterona en la arteria carétida de conejos control no depende del endotelio

ni de la liberacion endotelial de NO. Resultados similares se han observado
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previamente en arterias coronarias de conejo (Won et al., 2003), por lo que
puede concluirse que la diana primaria de la testosterona en la arteria carétida
es el masculo liso y no el endotelio vascular. Sin embargo, otros estudios han
observado la existencia de una contribucion del endotelio en la modulacion de
la respuesta relajante a la testosterona en arteria coronaria en perro (Chou et
al., 1996) y en arteria mesentérica de rata (Tep-areenan et al., 2002). Es
interesante resaltar que en el animal diabético la contribucion endotelial
modulando el efecto de la testosterona en la arteria carotida es
significativamente diferente que en conejos control. En el animal diabético el
endotelio y el NO median parcialmente la relajacion arterial a la testosterona.
Ademas, la inhibiciébn de la sintesis de NO mediante L-NOArg, revierte la
hiperreactividad de la arteria carétida a la testosterona observada en el conejo
diabético, lo que sugiere que esta hiperreactividad podria deberse, al menos en
parte, a la mayor liberacion de NO. En nuestro laboratorio se ha descrito
previamente el incremento de la actividad moduladora del NO en la respuesta
relajante a acetilcolina en arteria carétida de conejo (Miranda et al., 2000).
Ademas, este incremento de actividad del NO queda reforzado por los datos
que se han obtenido en los ensayos de Western Blot, en los que hay
sobreexpresion de los enzimas eNOS vy, sobre todo, INOS, en arterias
procedentes del grupo de animales diabéticos. Resultados semejantes se han
obtenido en aorta de conejo diabético, en la que se muestra un incremento de
la expresion de eNOS (Zanetti et al., 2000), asi como en corazén y arterias
mesentéricas de rata donde se muestra una sobreexpresion de INOS
(Nagareddy et al., 2006). Por otro lado, la isoforma inducible iINOS esta

directamente implicada en la supresion de la biosintesis de testosterona en
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ratbn (Weissman et al., 2007), por lo que podemos especular que los
fendbmenos inflamatorios que se ha comprobado que se asocian a la diabetes
(Lafuente et al., 2008), podrian incluir la sobreexpresién de iINOS que hemos
observado en nuestros conejos diabéticos, lo cual podria a su vez ser el

mecanismo responsable de sus bajos niveles plasmaticos de testosterona.

En este trabajo también se ha estudiado la participacion de los derivados
del acido araquidonico en la respuesta de la arteria carotida a la testosterona y
los posibles cambios inducidos por la diabetes. En arterias de animales control,
con independencia de la presencia o ausencia de endotelio, la indometacina
aumento la respuesta relajante a la testosterona. Este resultado sugiere una
modulacién de la respuesta vascular a la testosterona por parte del masculo
liso, mediante la liberacidbn de un prostanoide vasoconstrictor. En animales
diabéticos, la incubacién con indometacina redujo la relajacién de la arteria
cardtida con endotelio a la testosterona, pero no se observo esta inhibicién en
las arterias sin endotelio, evidenciando la liberacion endotelial de un
prostanoide vasodilatador. En este sentido, hay trabajos que indican que la
COX-2 esta sobreexpresada bajo determinadas condiciones patolégicas, como
es el caso de la diabetes (Wong et al., 2009), y también se ha demostrado en
algunos estudios que la induccion de COX-2 se acompafia de un incremento
preferente de la sintesis de prostaciclina pero no de tromboxano A, (Bishop-
Bailey et al., 1997; Caughey et al., 2001). Sin embargo, otros estudios llevados
a cabo en humanos y en animales reflejan un descenso en la produccion de
prostaciclina en la diabetes (De Meyer y Herman, 1997). Los experimentos de
Western blot y de enzimoinmunoanalisis muestran que la expresion de COX-1

en arteria carodtida fue similar en animales control y en diabéticos, y que la
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liberacion de tromboxano A, inducida por testosterona no fue significativamente
diferente en ambos grupos experimentales. Por el contrario, la expresion de
COX-2 obtenida en arterias procedentes de animales diabéticos fue superior a
la obtenida en controles, y ademas, la incubacion de los segmentos carotideos
con testosterona incremento significativamente la produccion de prostaciclina
en ambos grupos experimentales, pero lo hizo en mucha mayor medida en el
grupo de conejos diabéticos. Es posible que sea la presencia de niveles mas
altos de prostaciclina mas que la ausencia de un vasoconstrictor derivado de
COX-1, como es el tromboxano A, el factor clave de la hiperreactividad de la

arteria carétida a la testosterona en la diabetes.

Es evidente que la relacién entre COX-1 y COX-2 que este estudio pone
en evidencia plantea posibles implicaciones en clinica que deben de ser
tenidas en cuenta. Las funciones bioldgicas llevadas a cabo por estos dos
enzimas son complejas y se interrelacionan mas de lo que tradicionalmente se
ha pensado. La expresion aumentada de COX-2 y el incremento en la
produccion de prostaciclina pueden tener acciones proinflamatorias, aunque,
por otro lado, esta prostaciclina formada por la via de la COX-2 parece
presentar una importante accion protectora del miocardio. De acuerdo con
otros autores (Parente et al., 2003), proponemos que a la hora de plantearse
un tratamiento antiinflamatorio deberia tenerse muy presente las complejas

interacciones entre los mediadores derivados de COX.

Los canales de K* de gran conductancia activados por Ca®* (BKca), que
se expresan abundantemente en las células musculares lisas de los vasos,

juegan un papel crucial en el control del tono vascular y en la reactividad de los
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vasos sanguineos cerebrales y periféricos (Sobey, 2001; Mayhan et al., 2004;
Tanaka et al., 2004). Se ha sugerido que la activacion de los canales de K* en
las fibras musculares lisas de los vasos esta implicada con los efectos
vasorrelajantes de la testosterona. En la arteria coronaria de conejo la
vasodilatacion independiente de endotelio y de NO, inducida por testosterona
implica la activacion de canales de potasio en las fibras musculares lisas
vasculares (Won et al., 2003; Yue et al., 1995). Sin embargo, en la actualidad
se conoce muy poco acerca de la regulacién de los canales de potasio en la
diabetes. La disfuncion vascular en animales diabéticos esta asociada a una
alteracion de la vasodilatacion mediada por los canales de potasio activados
por Ca** de alta, intermedia y pequefia conductancia (Lu et al., 2006).
Nosotros hemos investigado el papel de estos canales de K* en la relajacion
inducida por testosterona. Tanto en animales control como diabéticos, la
incubacion de los segmentos arteriales conjuntamente con charibdotoxina y
apamina no inhibié la relajacion inducida por testosterona. Puede concluirse
que los canales de K* activados por Ca®* no participan en la regulacion de la
respuesta de la arteria caroétida a la testosterona y que, por tanto, estos canales
no estan relacionados con la hiperreactividad a la testosterona que hemos

observado en el grupo de animales diabéticos.

Varios trabajos han propuesto que el efecto vasodilatador agudo de la
testosterona es debido a su interaccion con canales de calcio transmembrana
no gendmicos presentes en el masculo liso vascular (Jones et al., 2003; Scragg
et al., 2004). Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los
segmentos de arteria carétida de ambos grupos de animales muestran

vasoconstriccion en respuesta a CaCl,. La incubacion de los segmentos
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arteriales con testosterona inhibié de forma potente la contraccion inducida por
CacCl, tanto en animales control como diabéticos, por lo que parece claro que la
testosterona puede estar interfiriendo con el influjo de calcio extracelular, y que
este mecanismo podria explicar la accion relajante de la testosterona. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en otros laboratorios, que muestran que
la testosterona produce la inhibicion del influjo de calcio extracelular, sin
modificar la liberacion de calcio desde los depdsitos intracelulares, en la aorta
de rata (Tep-areenan et al., 2002; Crews y Khalil, 1999b), arteria coronaria
porcina (Crews y Khalil, 1999a; Murphy y Khalil, 1999), a través de canales de
Ca®* voltaje-dependientes (Crews y Khalil, 1999a) y/o canales de Ca*

activados por receptor (Perusquia et al., 1996).
2. Efecto de la testosterona sobre la arteria renal

El presente trabajo muestra que la testosterona relaja la arteria renal de
conejo, sin diferencias significativas entre conejos diabéticos y control. Al igual
que en la arteria carétida, la relajacién inducida por la testosterona se puso de
manifiesto a concentraciones relativamente elevadas, y de forma rapida, en el
transcurso de unos pocos minutos, lo que sugiere que esta accidon se lleva a

cabo por mecanismos no gendmicos.

En el caso de la arteria renal, son escasos los datos existentes acerca de
la accion directa que la testosterona posee sobre este lecho vascular, y todavia
menos en el caso concreto de la diabetes. La infusion intraarterial de
testosterona que permite mantener una concentracion estable en sangre de

1uM aumenta el flujo renal en el cerdo (Busse et al., 2002).
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En ambos grupos de conejos, la eliminacion del endotelio practicamente
abolio la accién relajante de la testosterona en la arteria renal, indicando una
fuerte dependencia endotelial en la relajacion inducida por testosterona, a
diferencia de lo observado en la arteria cardtida. Esto confirma, tal como se ha
sugerido (Kienitz y Quinkler, 2008) que la dependencia endotelial de la
relajacion inducida por la testosterona depende no solo de la especie sino

también del lecho vascular.

En la arteria renal, el bloqueo de la sintesis de NO no inhibié la
relajacion a la testosterona ni en animales control ni en diabéticos, indicando
gue esta accion no esta mediada por el NO endotelial. Esto contrasta con
resultados obtenidos en el cerdo (Molinari et al., 2002), donde el NO
desempefia un papel importante en la vasorelajacion renal inducida por
testosterona. Ademas, y al contrario de los resultados de arteria carétida, la
expresion de INOS y eNOS en arteria renal de animal diabético no fue diferente
de la de conejo control. Resultados obtenidos previamente en nuestro
laboratorio muestran que la diabetes experimental incrementa la actividad
moduladora de la eNOS en la respuesta de la arteria renal de conejo a la
acetilcolina (Alabadi et al., 2001) y endotelina-1 (Marrachelli et al., 2006).
Ademas, hemos demostrado que la diabetes no modifica la sensibilidad del
musculo liso de la arteria renal de conejo al NO (Alabadi et al., 2001). Estos
resultados sugieren por tanto, que la diabetes no influye sobre la actividad
moduladora del NO en la respuesta de la arteria renal a testosterona, y que
dicha ausencia de influencia se debe al hecho de que el NO no media la accién

relajante de la testosterona en este lecho vascular.
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En este estudio también hemos investigado el papel de los derivados del
acido araquidonico en la respuesta de la arteria renal a la testosterona. Al
contrario de lo observado en la arteria carétida, en la arteria renal la
indometacina no modificé significativamente la respuesta a la testosterona ni en
el grupo control ni en el diabético. Sin embargo, la eliminacion mecanica del
endotelio ocasiond un incremento de la respuesta relajante de la arteria renal a
la testosterona en ambos grupos de animales. Ademas, los ensayos
inmunoenzimaticos muestran que una combinacidbn de noradrenalina y
testosterona induce la liberacién de tromboxano A, y prostaciclina en arterias
renales de ambos grupos experimentales. En conjunto, estos resultados
sugieren que en la modulaciéon de la respuesta de la arteria renal a la
testosterona existe un equilibrio entre la vasodilatacion producida por la
prostaciclina de origen endotelial y la vasoconstriccion producida por el
tromboxano A, liberado a nivel muscular. También puede sugerirse que la
diabetes no altera el balance existente entre prostanoides vasoconstrictores y
vasodilatadores, a pesar de que en los ensayos de Western blot se evidencia
gue la diabetes disminuye la expresion de COX-2 sin que modifique la de COX-
1. En estudios previos observamos que la diabetes altera el balance entre los
prostanoides vasoconstrictores de origen muscular (dependiente de COX-1) y
los prostanoides vasodilatadores de origen endotelial (derivado de COX-2) que
modulan la respuesta de la arteria renal de conejo a la 5-hidroxitriptamina
(Miranda et al., 2002) y a la endotelina-1 (Marrachelli et al., 2006) en favor de
los prostanoides vasoconstrictores. En la arteria carétida hemos observado que
la diabetes aumenta la expresion de COX-2 y el papel de la prostaciclina. Por

tanto, todos estos trabajos demuestran que la influencia de la diabetes sobre
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los prostanoides que regulan la reactividad vascular depende del agente

vasoactivo y del lecho vascular.

Como se ha comentado anteriormente, se ha sugerido que la accion
vasodilatadora de la testosterona puede estar mediada por la activacion de
canales de K* o la inhibicién de canales de Ca®" dependiendo de la especie o
del lecho vascular (Kienitz y Quinkler, 2008; Chou et al., 1996; Jones et al.,
2003; Scragg et al., 2004). En la arteria renal, la inhibicién de los canales de K*
mediante TEA no inhibio la relajacién producida por testosterona en ninguno de
los dos grupos de animales, indicando que la respuesta relajante a dicha
hormona no est4d mediada ni por canales de K* activados por Ca?* de gran
conductancia (BKca), ni tampoco por canales de K' dependientes de voltaje
(Kv). En este caso, los resultados son coincidentes con los obtenidos en el
lecho vascular carotideo. Ademas, se ha comprobado que en aorta toracica de
ratas Wistar-Kyoto, la respuesta relajante a la testosterona tampoco es inhibida

por TEA (Unemoto et al., 2007).

En arteria renal, CaCl, indujo una contraccion dosis dependiente en
arterias de ambos grupos de conejos. La testosterona inhibié intensamente las
contracciones inducidas por CaCl, también en ambos grupos, lo que sugiere
que la testosterona acttia bloqueando la entrada de Ca?* extracelular, lo cual
explicaria, al menos en parte, la accion relajante de la testosterona. Este efecto
bloqueante de la entrada de Ca** también lo hemos puesto de manifiesto en la
arteria carétida. Esta accion calcioantagonista explicaria los efectos
beneficiosos asociados a la terapia con testosterona en hombres que

presentan enfermedades cardiovasculares. Ademas, tanto en ausencia como
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en presencia de testosterona, y en ambos lechos vasculares estudiados, las
contracciones inducidas por CaCl, fueron superiores en arterias de animales
diabéticos, lo que indica que la diabetes aumenta la respuesta contractil arterial

al Ca®* que entra al interior de la célula desde el liquido extracelular.
3. Consideraciones finales

Los resultados que se presentan en este estudio indican la existencia de
diferencias en los mecanismos que regulan la reactividad de ambos lechos
vasculares y en la influencia que la diabetes tiene sobre esos mecanismos,
poniendo de manifiesto la importancia de las diferencias regionales en la
regulacion del tono vascular. ElI conocimiento del impacto que la diabetes
causa en las acciones de la testosterona sobre los vasos sanguineos requiere
estudios de mayor profundidad, que proporcionen un mayor entendimiento de
la forma en que la diabetes se asocia a la hipotestosteronemia en la patologia
vascular, asi como la base para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que pudieran incluir el uso de testosterona en pacientes con

hipogonadismo para disminuir la morbilidad y mortalidad del paciente diabético.
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La diabetes modifica de forma diferente los mecanismos implicados en la

respuesta de las arterias carétida y renal de conejo a la testosterona:

1. La diabetes disminuye los niveles plasmaticos de testosterona libre y

total.

2. La testosterona produce una relajacion de las arterias carétida y renal
de conejo, tanto en animales control como diabéticos. La diabetes
aumenta la accion relajante de la testosterona en la arteria carétida

pero no la modifica en la arteria renal.

3. En la arteria cardtida la relajacion a la testosterona es independiente
de endotelio, no estd mediada por 6xido nitrico, y esta modulada por
tromboxano A, muscular y por prostaciclina endotelial. La diabetes
aumenta la expresion de eNOS, INOS y COX-2 en la arteria car6tida, y
aumenta la actividad moduladora del NO endotelial, y la liberacion de
prostaciclina endotelial, lo que explicaria, al menos en parte, la
hiperreactividad de la arteria carétida a la testosterona en el animal

diabético.

4. En la arteria renal la relajacion a la testosterona es dependiente de
endotelio, no estd mediada por 6xido nitrico, y estd modulada por
tromboxano A, muscular y por prostaciclina endotelial. La diabetes no

modifica estos mecanismos moduladores.

5. La relajacion de las arterias carétida y renal de conejo a la
testosterona no estad mediada por activacion de canales de K* pero

est4 mediada por el bloqueo de la entrada de Ca** al interior celular a
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través de canales de Ca** de la membrana de la célula muscular. La
diabetes no modifica la participacion de estos canales en la respuesta

relajante arterial a la testosterona.
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