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SUMMARY






Role of mitochondria and endoplasmic reticulum stress in
obesity-associated penile artery dysfunction

Normal erectile function is primarily a vascular event that relies on vasodilation,
which is largely due to both nerve- and endothelium-derived nitric oxide (NO). Thus,
neural NO-mediated arterial dilatation and increased blood inflow to the corpora
cavernosa produced by parasympathetic activation at the initiation of the endothelial
lining in penile arteries, which, in turn, releases NO from endothelium and produces

further vasodilation and sustained erection (Prieto, 2008a; Villalba et al., 2009).

Metabolic syndrome, a constellation of metabolic abnormalities including central
obesity, hyperglycaemia, dyslipidaemia, and hypertension, increases the risk of
cardiovascular diseases, and has been linked to vascular endothelial dysfunction and
recently to the development of endoplasmic reticulum stress (ERS) (Khan et al., 2009b).
For instance, it has been shown that the accelerated development of atherosclerotic
lesions occurs before the onset of diabetes associated dyslipidaemia suggesting that the
ER stress takes place in an early stage of diabetes, due to the expression of the ER
stress markers in advanced atherosclerotic lesions at the tissue levels (Wingard et al.,
2007).

AIMS

This study sought to assess the role of mitochondria and the ERS in the penile

artery disfunction in obesity. The specific aims of the study were the following:

1. To determine the effects of the activation of mitoKare channels in penile arteries

from Wistar rats.

2. To characterize the mechanisms of vascular action of mitoKarp opener
BMS191095 in both endothelium and vascular smooth muscle (VSM).

3. To analyse the consequences of the activation of mitoKare channel in the

mitochondrial respiration in penile arteries.

4. To assess the possible role of mitochondrial dysfunction in endothelial and
vascular dysfunction of penile arteries in obesity and insulin resistance states,

using a rat model of diet-induced obesity.



5. To determine the ER stress mechanisms underlying penile endothelial and

vascular dysfunction using a rat model of tunicamycin-induced ER stress.

METHODS

Functional response to the mitoKare openers diazoxide and BMS191095 were
assessed in small penile arteries from the penis of Wistar rats and High Fat Diet (HFD)
obese rat. The mechanism of action of BMS191095 were tested by using inhibitors of the
different pathways involved in penile relaxations. The arteries were mounted in
microvascular myographs. Endothelial function was also evaluated in HFD and
tunicamycin treated rats (endoplasmic reticulum stress model). Bioenergetic parameters
were evaluated by Seahorse measures in penile arteries. Superoxide (O2°) and H.O-
production were measured by fluorescence in penile and corpus cavernosum samples.
Expression of different proteins from the ER stress were measured by Western Blot in

corpus cavernosum samples.

RESULTS

Activation of mitoKarp channels by the openers BMS191095 and diazoxide
induced a potent relaxation in isolated penile arteries. The relaxation induced by
BMS191095 is dependent on endothelium response which involved the NO/PI3K/Akt
pathway. Activation of BKca channel is also involved in the relaxations induced by
BMS191095. The selective blocker of mitoKare channels 5-HD inhibited BMS191095
relaxations as well as the Karp channel blocker glibenclamide. Endothelial NO can
activate vascular smooth muscle mitoKare channels and its vasodilator response is
inhibited by 5-HD and glibenclamide. By using BMS191095 bioenergetic parameters
were significantly diminished as well as using exogenous NO. However, inhibition of NOS
didn’t change significantly bioenergetic parameters although the combine treatment of L-
NOARG and BMS191095 unmasked a NO-independent inhibition of maximum
respiration and the spare respiratory capacity by BMS191095. ROS production was

diminished using BMS191095 in a NO-independent manner in penile arteries.

Obesity impaired acetylcholine (Ach) in penile arteries. ROS scavenger
mitoTempo inhibited Ach relaxations in control and obese penile arteries. ROS levels
were higher in obese arteries. Nox4 expression was increased in the corpus cavernosum
(CC) and in the endothelium of penile arteries from obese rats. ER stress markers ATF6a
and pelF2a were increased in the CC from obese rats. BMS191095 vasodilator response

was impaired in obese penile arteries.



ER stress impaired ACh and lIsoprenaline relaxations in penile arteries.

MitoTempo inhibited isoprenaline relaxations in control penile arteries. Nox inhibitor

apocynin as well as mitoTempo improved ACh relaxations in penile arteries from the ER

stress model. The ER stress markers pPERK, ATF6a, pIREla were increased in the CC of

the ER stress model rats. Vasoconstriction by Phe was impaired in the ER stress model

penile arteries. Levels of Nox4 were higher whilst the MNnSOD expression were lower in the

CC of the ER stress model rats. Bioenergetic parameters were increased in the ER stress

model penile arteries.

1-

CONCLUSIONS

The opening of mitoKare channels regulates penile arterial tone under
physiological conditions through the involvement of the vascular endothelium,
and the release of NO through the PI3K/Akt pathway, which in turn relaxes

vascular smooth muscle via activation of mitoKarp channels and BKc, channels.

Activation of mitoKarp channels leads to a decrease in basal mitochondrial
respiration, oxygen consumption for ATP synthesis and glycolytic activity, effects
mediated in part by NO release. In the absence of endogenous NO, the opening
of mitoKare channels leads to a decrease in reserve respiratory capacity as well

as maximal respiration.

Exogenous NO has a dual effect on the penile arteries, on the one hand by
inhibiting basal mitochondrial respiration and oxygen consumption for ATP
synthesis, and on the other hand by increasing maximal respiration as well as

reserve respiratory capacity.

The opening of mitoKare channels reduces the production of ROS, independently

of NO production.

Diet-induced obesity causes endothelial dysfunction in penile arteries, as well as

inhibition of mitoKare channel-mediated regulation of penile arterial tone.

Mitochondrial ROS levels and vasodilator H.O; release are increased in penile
arteries of obese animals, an increase associated with endothelial up-regulation
of the mitochondrial enzyme Nox4, constituting a compensatory mechanism for

endothelial dysfunction due to a decreased NO bioavailability.



7- Bioenergetic parameters, basal respiration, ATP consumption, proton leakage
and non-mitochondrial respiration, are decreased in penile arteries of obese rats,
as described for skeletal and cardiac muscle during metabolic alterations with

excess energy substrates and associated with increased H,O,.

8- The ER stress response is activated in the erectile tissue of obese rats, as
indicated by the increased expression of the markers pelF2a, AT6a.

9- Under conditions of chemically induced ER stress, penile vascular dysfunction is

manifested by reduced arterial vasoconstriction and endothelial dysfunction.

10-The ER stress-induced endothelial dysfunction is due to a decrease in NO-
mediated vasodilation associated with Nox-derived ROS, and a reduction in

vasodilator H20:.

11-The ER stress increases bioenergetic parameters, oxygen consumption and
glycolytic activity, which probably represents an adaptive response that would
favour higher O, consumption by reducing ROS accumulation and promoting cell

survival.






RESUMEN






Papel de la mitocondriay del estrés del reticulo endoplasmico en la disfuncion
arterial peneana asociada a la obesidad

La funcién eréctil normal es principalmente un evento vascular que depende de
la vasodilatacién, que se debe en gran parte tanto al éxido nitrico (NO) derivado de los
nervios como del endotelio. La dilatacion arterial mediada por NO neural y el aumento
del flujo sanguineo a los cuerpos cavernosos producido por la activacion parasimpética
del revestimiento endotelial en las arterias peneanas al inicio de la ereccion, a su vez,
libera NO del endotelio y produce una mayor vasodilatacion y ereccién sostenida (Prieto,
2008a; Villalba et al., 2009).

El sindrome metabdlico, una constelacion de anomalias metabdlicas que
incluyen obesidad central, hiperglucemia, dislipidemia e hipertensién, aumenta el riesgo
de enfermedades cardiovasculares y se ha relacionado con la disfuncién endotelial
vascular y recientemente con el desarrollo de estrés del reticulo endoplasmico (RE)
(Khan et al., 2009b). Por ejemplo, se ha demostrado que el desarrollo acelerado de
lesiones aterosclerdéticas ocurre antes del inicio de la dislipidemia asociada a la diabetes,
lo que sugiere que el estrés del RE tiene lugar en una etapa temprana de la diabetes,
debido a la expresién de marcadores de estrés del RE en lesiones ateroscleréticas

avanzadas a nivel tisular (Wingard et al., 2007).

OBJETIVOS

Este estudio buscé evaluar el papel de la mitocondria y el estrés del RE en la
disfuncion arterial peneana en la obesidad. Los objetivos especificos del estudio fueron

los siguientes:

1- Determinar los efectos de la activacion de los canales mitoKare en las arterias

peneanas de ratas Wistar.

2- Caracterizar los mecanismos de accion vascular del abridor de mitoKatp

BMS191095 tanto en el endotelio como en el musculo liso vascular (MLV).

3- Analizar las consecuencias de la activacion del canal mitoKare €n la respiracion

mitocondrial en las arterias peneanas.

10



4- Valorar el posible papel de la disfuncion mitocondrial en la disfuncion endotelial y vascular
de las arterias peneanas en la obesidad y estados de resistencia a la insulina, utilizando

un modelo en rata de obesidad inducida por dieta

5- Determinar los mecanismos de estrés del RE que subyacen a la disfuncién endotelial y
vascular peneana utilizando un modelo en rata de estrés del RE inducido por

tunicamicina.

METODOS

La respuesta funcional a los abridores de mitoKare diazéxido y BMS191095 se
evalub en arterias peneanas de ratas Wistar y ratas obesas con dieta alta en grasa
(HFD). El mecanismo de accion de BMS191095 se evalu6 mediante el uso de inhibidores
de las diferentes vias involucradas en las relajaciones arteriales. Las arterias se
montaron en midgrafos microvasculares. La funcién endotelial también se evalué en
ratas tratadas con HFD y tunicamicina (modelo de estrés del reticulo endoplasmico). Se

evaluaron los parametros bioenergéticos mediante medidas en Seahorse en arterias
peneanas. La produccion de superoxido (Oz7) y H.O, se midié por fluorescencia en

muestras de arterias peneanas y cuerpo cavernoso. La expresion de diferentes proteinas

del estrés del RE se midi6 por Western blot en muestras de cuerpo cavernoso.

RESULTADOS

La activacion de los canales mitoKarp por los abridores BMS191095 y diazoxido
indujo una potente relajacion en arterias peneanas aisladas. La relajacion inducida por
BMS191095 depende de la respuesta endotelial que involucra la via NO/PI3K/Akt. La
activacion del canal BKca también esta involucrada en las relajaciones inducidas por
BMS191095. El bloqueador selectivo de los canales mitoKare 5-HD inhibié las
relajaciones de BMS191095, asi como el bloqueador de los canales Karp glibenclamida.
El NO endotelial puede activar los canales mitoKare del muasculo liso vascular y su
respuesta vasodilatadora es inhibida por 5-HD y glibenclamida. Al usar BMS191095, los
parametros bioenergéticos disminuyeron significativamente al igual que al usar NO
exdgeno. Sin embargo, la inhibicion de la NOS no cambi6 significativamente los
parametros bioenergéticos, aunque el tratamiento combinado de L-NOARG vy
BMS191095 revel6 una inhibicion independiente de NO de la respiracion maxima y la
capacidad respiratoria de reserva por BMS191095. La produccion de ROS disminuyo

usando BMS191095 de manera independiente de NO en las arterias peneanas.
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La obesidad afect6 las relajaciones inducidas por acetilcolina (Ach) en las
arterias peneanas. El scavenger de ROS mitoTempo inhibid las relajaciones de Ach en
arterias peneanas control y obesas. Los niveles de ROS fueron mas altos en las arterias
peneanas de ratas obesas. La expresion de Nox4 aumentd en el cuerpo cavernoso (CC)
y en el endotelio de las arterias peneanas de ratas obesas. Los marcadores de estrés
del RE ATF6a y pelF2a incrementaron significativamente en el CC de ratas obesas. La
respuesta vasodilatadora de BMS191095 se vio alterada en las arterias peneanas
obesas.

El estrés del RE afect6 las relajaciones de ACh e isoprenalina en las arterias
peneanas. El tratamiento con mitoTempo inhibi6 las relajaciones de isoprenalina en
arterias peneanas control. El inhibidor de Nox apocinina, asi como mitoTempo, mejoraron
las relajaciones de ACh en las arterias peneanas del modelo de estrés del RE. Los
marcadores de estrés del RE pPERK, ATF6a, pIRE1a incrementaron significativamente
en ratas del modelo de estrés del RE. La vasoconstriccion por Phe se vio afectada en
las arterias peneanas del modelo de estrés del RE. Los niveles de Nox4 fueron mas altos
mientras que la expresién de MnSOD fue menor en las muestras de CC del modelo de
estrés del RE. Los parametros bioenergéticos aumentaron en las arterias peneanas del

modelo de estrés del RE.

CONCLUSIONES

La apertura de los canales mitoKare regula el tono arterial peneano en condiciones
fisiologicas mediante la participacion del endotelio vascular y la liberacion de NO a través
de la via PI3K/Akt, que a su vez relaja el masculo liso vascular mediante la activacion de

los canales mitoKarp y los canales BKca.

La activacion de los canales mitoKarp conduce a una disminucion en la respiracion
mitocondrial basal, el consumo de oxigeno para la sintesis de ATP y la actividad
glucolitica, efectos mediados en parte por la liberacion de NO. En ausencia de NO
enddgeno, la apertura de los canales mitoKarp conduce a una disminucion en la

capacidad respiratoria de reserva, asi como en la respiracion maxima.

El NO exdégeno tiene un efecto dual en las arterias peneanas, por un lado, al inhibir la
respiracion mitocondrial basal y el consumo de oxigeno para la sintesis de ATP, y, por
otro lado, al aumentar la respiracion maxima, asi como la capacidad respiratoria de

reserva.
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La apertura de los canales mitoKare reduce la produccion de ROS, independientemente

de la produccién de NO.

La obesidad inducida por la dieta causa disfuncién endotelial en las arterias peneanas,

asi como la inhibicién de la regulacion del tono arterial mediada por los canales mitoKare.

Los niveles de ROS mitocondriales y la liberacion vasodilatadora de H,O; aumentan en
las arterias peneanas de animales obesos, un aumento asociado con la regulacién al
alza endotelial de la enzima mitocondrial Nox4, constituyendo un mecanismo
compensatorio para la disfunciébn endotelial debido a la disminucion de la
biodisponibilidad de NO.

Los parametros bioenergéticos, la respiracion basal, el consumo de ATP, la fuga de
protones y la respiracion no mitocondrial, disminuyen en las arterias peneanas de ratas
obesas, como se describe para el musculo esquelético y cardiaco en el curso de
alteraciones metabdlicas con exceso de sustratos de energia y asociado con un aumento
de H20..

La respuesta al estrés del RE se activa en el tejido eréctil de ratas obesas, como lo indica

el aumento de la expresion de los marcadores pelF2a, AT6a.

En condiciones de estrés del RE inducido quimicamente, la disfuncion vascular peneana

se manifiesta con una reduccion en la vasoconstriccion arterial y disfuncion endotelial.

La disfuncién endotelial inducida por el estrés del RE se debe a una disminucién en
la vasodilatacién mediada por NO asociada con ROS derivados de Nox, y una reduccion

en el H,O, vasodilatador.

El estrés del RE aumenta los pardmetros bioenergéticos, el consumo de oxigeno y la
actividad glucolitica, lo que probablemente representa una respuesta adaptativa que
favoreceria un mayor consumo de O al reducir la acumulacion de ROS y promover la

supervivencia celular.
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ABREVIATURAS






Abreviaturas

4-CPI 4-carboxifenil isotiocianato

5-HD Acido 5-Hidroxidecanoico

AGEs Productos finales de glicosilacién avanzada
Akt Proteina serina-treonina cinasa

Ang Il Angiotensina-I|

AP1 Activador de la proteina 1

Apo E Apoproteina E

APR Respuesta de fase aguda

ASK-1 Cinasa-1 sefalizadora de apoptosis
AT1 Receptor de angiotensina 1

AT2 Receptor de angiotensina 2

ATF6 Factor de transcripcién activador 6

Bax Proteina X asociada a Bcl-2

Bcl-2 Proteina célula B CLL/ linfoma 2

BiP Proteina de union a la inmunoglobulina
BKca, Canales de potasio activados por calcio
CC Cuerpo cavernoso

CCR Curva concentracion-respuesta

CHOP Proteina homologa a C/EBP

CoQ Coenzima Q

COX Ciclooxigenasa

CuznSOD Cobre zinc superoxido dismutasa

CVvD Enfermedad coronaria vascular

CVs Vasoespasmo arterial coronario
CXCL3 Quimiocina CXC motivo ligando 3
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DE

DM

DTT

Dzx

ECA

ECV

EDHF

EFS

EGFR

elF2a

EP

ERAD

ERO1

ETA

ETB

ETC

FADH?2

FMN

FP

GADD34

GRP 94

GSH

GSSG

H.O»

HDL

HFD

Disfuncion eréctil

Diabetes Mellitus

Ditiotreitol

Diazoxido

Enzima convertidora de angiotensina
Enfermedad cardiovascular

Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
Estimulacion eléctrica transmural

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Factor de iniciacion de la traduccion eucariota 2a
Receptores de prostanoides tipo E
Magquinaria de degradacion asociada al RE
Oxidorreductasa 1 del reticulo endoplasmico
Receptor de endotelina A

Receptor de endotelina B

Cadena de transporte de electrones

Flavin adenin dinucle6tido

Flavin mononucle6tido

Receptor de prostaglandina F

Dominio de muerte por arresto del crecimiento
Proteina regulada por glucosa 94

Glutation reducido

Glutation oxidado

Peréxido de hidrégeno

Lipoproteinas de alta densidad

Dieta alta en grasa
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Ibtx
ICAM-1

ICP

IP3

IP3R

IR
IRE1a
IRS-1
JNK
Kirl.1, ROMK
LDH

LDL
MAMs
MAPK
MCP-1
MetS
MitoKatp
MitoKIR
MitoSUR
MLC

MLCK

Iberotoxina
Molécula de adhesioén intracelular 1

Presioén intracavernosa

Interleucina

indice de masa corporal

Receptores de prostanoides tipo |

Inositol trifosfato

Receptor de inositol trifosfato

Resistencia a la insulina

Proteina 1a dependiente de inositol

Sustrato del receptor de insulina-1
Cinasa c-Jun N-terminal

Canal de potasio medular

Lactato deshidrogenasa

Lipoproteinas de baja densidad
Membranas asociadas a las mitocondrias
Proteina cinasa activada por mitégeno
Proteina quimioatrayente de monocitos -1
Sindrome metabdlico

Canales de potasio sensibles a ATP mitocondriales
Subunidad KIR de los canales mitoKarp
Subunidad SUR de los canales mitoKarp
Cadena ligera de miosina

Cinasa de la cadena ligera de miosina
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MLCP Fosfatasa de la cadena ligera de miosina

MLV Musculo liso vascular

MME Membrana mitocondrial externa

MMI Membrana mitocondrial interna

MnSOD Manganeso superdxido dismutasa
mPTP Poro de transicion de membrana

mtDNA ADN mitocondrial

Mtf Mitofusina

NADH Nicotinamida adenina dinucleotido
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
NFkB Factor de transcripcion nuclear- kB

NFR2 Factor nuclear eritroide similar al factor 2
NOX NADPH oxidasa

NPY Péptido natriurético Y

0," Radical superoxido

OCR Ratio del consumo de oxigeno

ONOO- Radical peroxinitrito

OXPHOS Fosforilacion oxidativa

OZR Rata obesa Zucker

PCR Proteina C reactiva

PDES Fosfodiesterasa 5

PDI Proteina disulfuro isomerasa

PERK Proteina cinasa del RNA unida a una cinasa del RE
PGC-1a Coactivador del receptor gamma 1a
PGE1 Prostaglandina E1

PGE2 Prostaglandina E2
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PGF2a

PGI2

PI3K
PKA
PKB

PKC
PKG
PlasmKarp
PMA
PO:2
PSS

RE
RIDD
ROC
ROS
sarcKarp
SDH
SERCA
SNAP
SOC
STZ

T

TCA
TGF-B
TGRL

TLR

Prostaglandina F2a

Prostaglandina 12

Fosfoinositol-3-cinasa
Proteinacinasa A
Proteina cinasa B

Proteina cinasa C

Proteina cinasa G

Canales Karp del plasmalema

Acetato de forbol 12-miristato 13

Presion parcial de oxigeno

Solucion fisiologica salina

Reticulo endoplasmico

Secuencias RNA reguladas por IRE 1a
Canales de calcio operados por receptor
Especies reactivas de oxigeno

Canales Karp del sarcolema

Succinato deshidrogenasa

ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmico
S-Nitroso-N-acetilpenicilamina

Canales de calcio operados por depoésitos
Estreptozotocina

Testosterona

Ciclo de los acidos tricarboxilicos

Factor de crecimiento transformante f3
Lipoproteinas ricas en triglicéridos posprandiales

Receptor de tipo Toll
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TNF-a
TP
TRAF-2

TRB3

TUDCA

TXA2

ucpP

UPR

UQCRFS1
VCAM-1
VDAC
VEGFR-2
VIP

VOC

XBP1

XO

Factor de necrosis tumoral a
Receptor de tromboxano
Factor asociado al receptor de TNF-a

Proteina 3 similar a tribbles

Acido tauroursodeoxicolico
Tromboxano A2
Proteinas desacoplantes

Respuesta a las proteinas mal plegadas

Proteina Fe-S de Rieske

Molécula de adhesion vascular 1

Canal aniénico dependiente de voltaje

Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular-2
Polipéptido intestinal vasoactivo

Canales de calcio operados por voltaje

Proteina de unién a la caja X

Xantina oxidasa

22






. REVISION BIBLIOGRAFICA






1.1. DISFUNCION ERECTIL Y SINDROME METABOLICO

1.1.1. Fisiologiadelaereccion

La ereccion es el resultado de una serie de mecanismos fisiolégicos que tienen
por objetivo incrementar el flujo sanguineo arterial a los cuerpos cavernosos, permitiendo
la distension de estos e impidiendo el retorno venoso. Dichos mecanismos fisiologicos
incluyen respuestas neuronales y vasculares, asi como la accion de neurotransmisores
y mediadores paracrinos (Andersson, 2001; Andersson & Wagner, 1995; Prieto, 2008a;
Simonsen et al., 2002)

El pene es el érgano terminal del aparato urinario y del sistema de vias
espermaticas del aparato genital masculino. Se encuentra por encima de las bolsas
escrotales, por debajo de la sinfisis pubiana y unido a la regién anterior del periné.
(Vozmediano Chicharro & Bonilla Parrilla, 2010).

Esta compuesto principalmente de tres estructuras cilindricas que componen el
tejido eréctil: dos cuerpos cavernosos y un cuerpo esponjoso que se sitlia en el surco
ventral, entre los dos cuerpos cavernosos, el cual incluye a la uretra y concluye formando

el glande en su extremo distal (Vozmediano Chicharro & Bonilla Parrilla, 2010).

Los cuerpos cavernosos se encuentran envueltos por una densa capa
fibroblastica conocida como tunica albuginea (de 2-3 mm en estado flacido). Ambos
CUEerpos cavernosos constituyen un Gnico espacio a través de un tabique incompleto que
los une conocido como septum o septo intercavernoso, el cual se encuentra mas
completo hacia la base del pene, donde los cuerpos cavernosos se separan y
constituyen los pilares fijandose a la rama inferior del pubis y el isquion. La funcion de
la tinica albuginea es dar el soporte y la composicion fibroblastica adecuada para
mantener la rigidez durante el acto sexual (Keegan & Penson, 2013). La tunica albuginea
esta compuesta principalmente por colageno de tipo | junto a una menor cantidad de
colageno tipo lll y elastina. Esta dispuesta en una doble capa que consiste en capas
circulares internas en contacto con el cuerpo cavernoso y capas longitudinales externas.
Las capas longitudinales se encuentran presentes desde el glande hasta la crura
proximal, donde cada cuerpo cavernoso se inserta en su rama isquial asentando la base
para el apoyo del pene en estado erecto. A partir de aqui, los cuerpos cavernosos se
fusionan por debajo de la rama pubica y comparten un mismo tabique hacia el glande

donde se encuentra el final de su parte distal. (Keegan & Penson, 2013).
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Dentro de los cuerpos cavernosos, encontramos una red de espacios
interconectados tapizados por endotelio vascular y separados por una malla trabecular
de musculo liso, colageno y elastina. Estos espacios interconectados reciben el nombre
de sinusoides cavernosos. El musculo liso sinusoidal se encuentra inervado por los
nervios cavernosos e irrigado por las arterias helicinas. El flujo sanguineo arterial
transcurre a través de los sinusoides centrales de gran tamafio hacia los sinusoides
periféricos de menor tamafio. Durante el estado de detumescencia o flacidez los
sinusoides cavernosos se encuentran contraidos. Cuando tiene lugar la estimulacion
sexual, la liberaciéon de neurotransmisores provoca que el musculo liso que rodea los
sinusoides se relaje permite un rapido aumento del flujo arterial y el consecuente
atrapamiento de la sangre dentro de estos sinusoides que se ensanchan presionando
las venas que recorren la tunica albuginea e impidiendo el retorno venoso (Vozmediano
Chicharro & Bonilla Parrilla, 2010).

La inervacion vasomotora y las sefiales endoteliales so6lo alcanzan directamente
a una fraccion de las células musculares lisas. Sin embargo, estas estan unidas entre
ellas mediante canales intercelulares (gap junctions) que permiten la transmisién de
corrientes iénicas (K*, Ca?") y mensajeros intracelulares (AMPc, GMPc, IP3) entre células
contiguas. Esto permite que el masculo liso eréctil funcione como un sincitio (Figueroa
& Duling, 2009; Guiliano et al., 1997)

Irrigacion vascular
Sistema arterial

La principal fuente de flujo sanguineo en el pene es la arteria pudenda interna,
aunque existen otros casos en los que la irrigacion arterial proviene ademas de ésta, de
arterias accesorias originadas en la arteria iliaca externa, la arteria obturatriz o las
arterias vesicales. La arteria pudenda interna se ramifica en la arteria hipogastrica o
arteria iliaca interna que a su vez se divide en dos arterias bulbouretrales, dos arterias
dorsales y las arterias cavernosas. Las arterias bulbouretrales discurren
longitudinalmente a través del cuerpo esponjoso y abastecen la uretra y el glande,
mientras que las arterias cavernosas atraviesan la tunica albuginea y penetran en el
cuerpo cavernoso para dar lugar a multiples ramificaciones conocidas como arterias
helicinas que se abren directamente en los espacios cavernosos nutriéndolos de flujo
sanguineo, de tal forma que, cuando se produce la ereccién se produce un mecanismo
de vasodilatacion por el cual aumenta el flujo sanguineo a través de estas arterias e
incrementan el tamafio de los cuerpos cavernosos. Las arterias dorsales transcurren

cerca de la superficie dorsal del pene por la tanica albuginea y abastecen las estructuras
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superficiales en el pene, asi como el cuerpo cavernoso, este Ultimo a través de las

arterias circunflejas (Comerma-Steffensen et al., 2022; Contreras Jiménez, 2011;
Keegan & Penson, 2013; Prieto, 2008a).

Sistemavenoso

Existen tres grupos de venas, a través de los cuales, tiene lugar el retorno
venoso: venas superficiales, intermedias y profundas. El sistema superficial drena
principalmente la piel del pene, aunque también lo hace con el sistema subcutdneo que
gueda justo por encima de la fascia de Buck, asi como el prepucio y el glande. Este
proceso es llevado a cabo por la vena superficial dorsal que desemboca en la vena
pudenda externa y esta a su vez en la vena safena. También puede tener conexiones
con las venas profundas mediante anastomosis. El sistema intermedio se encuentra por
debajo de la fascia de Buck pero justo por encima de la tlnica albuginea. Su funcion es
la de recoger la sangre del glande, cuerpo esponjoso y los dos tercios distales de los
cuerpos cavernosos. Las venas que parten desde el glande forman el plexo retro coronal
gue desemboca en la vena dorsal profunda (Vozmediano Chicharro & Bonilla Parrilla,
2010). Dentro de las venas del sistema profundo encontramos las venas de los pilares
y los cuerpos cavernosos, cuyo origen parte de los espacios sinusoidales debajo de la
albuginea, donde se unen para formar venas mas grandes conocidas como venas
emisarias, las cuales atraviesan la tunica albuginea. Las venas emisarias de la parte
media y distal del pene se unen atravesando la tinica albuginea y participando en el
drenaje del cuerpo esponjoso y forman las venas circunflejas las cuales desembocan en
la vena dorsal profunda que circula entre los cuerpos cavernosos hasta el plexo de
Santorini. Las venas emisarias de la parte proximal del pene forman la vena cavernosa
gue transcurre hasta su desembocadura en la vena pudenda interna y el plexo de
Santorini. Forman parte del sistema venoso profundo también la vena uretral y bulbar

gue drenan el cuerpo cavernoso (Vozmediano Chicharro & Bonilla Parrilla, 2010)
Fases de laereccion peneana

Tanto el proceso de ereccién como el proceso de detumescencia han sido resumidos y
divididos en varias fases segun diferentes investigadores (Aboseif & Lue, 1988;
Andersson & Wagner, 1995; MacDonald & Burnett, 2021).

Fase 0. Corresponde al estado flacido, en el cual predomina la influencia del sistema
simpatico. De tal forma que las arteriolas terminales y el musculo liso cavernoso se

encuentran contraidos. El flujo sanguineo que pasa a través de las arterias cavernosas
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es minimo y solamente con fines nutricionales. Por lo que el flujo que sale de las vénulas

subalbugineas hacia las venas emisarias es mayor.

Fase 1. Es la fase latente de llenado. Tiene lugar tras la estimulacién sexual, en la cual
domina la actividad de los nervios parasimpaticos y, por tanto, se produce un incremento
del flujo sanguineo a través de la arteria pudenda interna y de las arterias cavernosas
sin cambios en la presion sistémica. Sin embargo, hay una disminucién de la resistencia
periférica debido a la dilatacion de las arterias cavernosas y helicinas. El pene se alarga,

pero la presion intracavernosa permanece sin cambios.

Fase 2. Fase de tumescencia. En esta fase, la presion intracavernosa aumenta
rapidamente debido a la relajacién del musculo liso trabecular, facilitando el llenado de
los sinusoides cavernosos, que provoca el engrosamiento del pene y por tanto la

ereccion. Al final de esta fase, el flujo arterial disminuye.

Fase 3: Fase en la que se produce de forma completa la ereccion. La relajacion del
musculo liso trabecular hace que este se expanda, y, junto con el incremento de flujo
sanguineo, se produce la compresion del plexo de venas subalbugineas contra la tanica
albuginea, reduciendo el retorno venoso. Este proceso recibe el nombre de mecanismo
veno-oclusivo. En consecuencia, la presion intracavernosa aumenta. El flujo arterial en
la arteria pudenda interna se encuentra reducido en comparacion con la fase de llenado

pero sigue siendo mayor que el del estado flacido.

Fase 4. Corresponde a la fase de ereccion rigida o esquelética. En esta fase la presiéon
intracavernosa aumenta por encima de la presion sistélica como consecuencia de una
contraccién voluntaria o refleja de los masculos isquiocavernosos y bulbocavernosos.

En este momento no hay flujo sanguineo atravesando las arterias cavernosas.

Fase 5. Fase de transicion. Se produce entonces un incremento de la actividad simpatica
que conduce a un aumento del tono muscular en las arterias helicinas y una contraccion
del musculo liso trabecular. El flujo arterial se reanuda, en niveles bajos, pero el sistema

de veno-oclusién continlia activado.

Fase 6. Es el inicio de la fase de detumescencia. Hay una bajada moderada de la presion
intracavernosa, que indica una reapertura del retorno venoso y un descenso del flujo

arterial.

Fase 7. Fase de detumescencia, en esta fase domina la actividad del sistema simpético.

En ella la presion intracavernosa desciende rdpidamente, el mecanismo veno-oclusivo
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gueda inactivado, el flujo arterial baja hasta los niveles previos a la estimulaciéon sexual,
y el pene regresa al estado flacido (Aboseif & Lue, 1988; Andersson & Wagner, 1995;
MacDonald & Burnett, 2021).

Prostata

Nervio cavernoso

/ (autonémico)

Vena dorsal
profunda

Arteria dorsal

Nervio dorsal Nervio dorsal
(somético) (somético)
Arteria dorsal
Arteria
circunfleja
Espacios
sinusoidales
Vena
circunfleja
Flacido
Vena dorsal :"I?'.'af‘
profunda \ /= helicinas
Tdnica albuginea —
Espacios Musculo
sinusoidales ~ " liso trabecular
Cuerpo cavernoso 4 Plexo venular

subtunical

Arteria cavernosa

Figura 1. La ereccion es un mecanismo que depende de la vasodilatacién de las arterias que
irrigan los cuerpos cavernosos, mediada por los nervios parasimpéticos y que viene o retorna a
un estado de flacidez en el que predomina una vasoconstriccion de las arterias regulada por el
sistema nervioso simpético (Tomado de Juan Ramon de la Fuente, Gerhard Heinze: Salud mental
y medicina psicoldgica, 3e. Derechos © McGraw-Hill Education)
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1.1.1.1. Neurofisiologia de laereccion

Sistema parasimpéatico

Los impulsos nerviosos que generan el comienzo de la ereccion son originados
en los centros parasimpaticos de la ereccioén, localizados en el sistema limbico y en el
hipotdlamo, en concreto en el ndcleo paraventricular y en el area predptica medial. La
percepcion de estimulos visuales, auditivos, imaginativos, tactiles o cualquier otro
estimulo de caracter sexual se traduce en la activacion de diferentes receptores que a
su vez estimulan a través de vias dopaminérgicas y oxitocinérgicas el centro reflexégeno
parasimpatico espinal de la ereccién situado entre las vértebras S2-S4. Las fibras
parasimpaticas de dicho centro transcurren junto a las fibras simpéticas, originadas en
la parte superior e inferior del plexo hipogastrico en lo que se conoce como el plexo
pélvico o plexo hipogastrico inferior. De este Ultimo parte las fibras nerviosas autbnomas
gue reciben el nombre de nervios cavernosos. En los nervios cavernosos, encontramos
tanto fibras simpéticas como parasimpaticas, que transcurren entre la capsula prostatica
y la fascia endopélvica y terminan penetrando en el suelo pélvico o diafragma urogenital
alcanzando los cuerpos cavernosos (Krassioukov & Elliott, 2017; Purves et al., 2001;
Porst & Sharlip, 2006; Everaert et al., 2010).

Una vez dentro de los cuerpos cavernosos (CC) las fibras parasimpéaticas se
dividen en dos tipos diferentes de terminaciones nerviosas: terminaciones colinérgicas
gue liberan ACh que a nivel de las células endoteliales estimula la produccién de 6xido
nitrico (NO) a través de la 6xido nitrico sintasa (NOS), la cual cataliza la formacion de
NO a partir de L-arginina 'y O, o terminaciones no adrenérgicas y no colinérgicas (NANC)
en las células musculares lisas del cuerpo cavernoso, de las cuales se libera NO y VIP
(Everaert et al., 2010; Stewart, 2004).

Inervacion nitrérgica

Las sefiales reflexogénicas nerviosas inician el proceso de ereccion a través de
la activacion de la enzima NOS neural (nNOS). Esta enzima se activa gracias a la
despolarizacién neuronal que origina una entrada de Ca?* en la célula que se une a la
calmodulina (CaM). La unién Ca?*/CaM es capaz de activar la nNOS desencadenado la
produccion y liberacion del NO a nivel de las terminaciones nerviosas que induce la
vasodilatacién y el incremento del flujo sanguineo provocando la expansion de los vasos
sanguineos peneanos y el llenado de los sinusoides cavernosos (Ayajiki et al., 2002;
Toda et al., 2005).
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En 1991, Saenz de Tejada y colaboradores (Kim et al., 1991) demuestran tras los
experimentos en cuerpo cavernoso humano y de conejo, que las relajaciones dosis-
dependiente de ACh eran inhibidas en presencia de L-NMMA, oxihemoglobina (que
actla como un scavenger de NO) y azul de metileno (bloqueante de la guanilato ciclasa).
Ademaés, las relajaciones de ACh también se veian inhibidas tras la retirada mecanica
del endotelio. Entonces se sabia que la relajacion del musculo liso del CC provenia de
un factor relajante del endotelio que se producia tras la neurotransmision NANC. En
dicho trabajo se media el efecto del NO exdgeno tras la contraccién del musculoliso del
CC con agonistas adrenérgicos, comprobando que las tiras de CC se relajaban,y este
mismo efecto era inhibido por la oxihemoglobina. Por lo que concluian diciendo que las
respuestas relajantes del endotelio parecian depender de una sustancia difusible similar
al NO (Kim et al., 1991). Para confirmar finalmente en 1992, que efectivamente este

factor relajante era el NO (Azadzoi & Saenz de Tejada, 1992).

Respecto a las arterias peneanas pequefias, las cuales controlan el flujo
sanguineo entre la circulacién sistémica y el cuerpo cavernoso, la informacion relativa al
efecto de NO en ellas era escasa. En 1997, Simonsen y colaboradores, investigan el
papel del NO en arterias peneanas, con experimentos de relajacién arterial con curvas
dosis respuesta de ACh en presencia de L-NOARG para demostrar el papel relajante del
NO (Simonsen et al., 1997a). Ademas de realizar experimentos de estimulacion eléctrica
transmural que producen la relajacion en arterias peneanas la cual se vio inhibida en
presencia de L-NOARG (Simonsen et al., 1997a). Ya entonces, existian ciertos trabajos
gue confirmaban la presencia de inervacion nitrérgica no sélo en CC sino también en
arterias peneanas pequefias o helicinas (Burnett et al., 1993, 1992; Vizzard et al., 1994).
En el trabajo de Simonsen y colaboradores se demostraba que el NO derivado de los
nervios era el encargado de contribuir a la dilatacién arterial inicial observada en la
ereccion peneana, ya que al retirar el endotelio y efectuar la EFS la relajacion no se veia

afectada (Simonsen et al., 1997a).

Se ha demostrado que tanto la estimulacion del nervio cavernoso como la
relajacién inducida por la inyeccién intracavernosa de papaverina estan mediadas por
la enzima PI3K y la activacion de la proteina Akt que participan en la fosforilacion directa
de la enzima eNOS incrementando la produccién endotelial de NO. Por tanto, la enzima
NNOS participa sobre todo en el inicio y la enzima eNOS en el mantenimiento de la

ereccion (Hurt et al., 2002).

Las sefiales neurales inician la ereccion peneana a través de la activacion de la

nNOS tras la entrada de calcio desencadenada por la despolarizacion de la célula
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neuronal y la posterior estimulacion de la nNOS por la unién Ca?*/calmodulina (Bredt &
Snyder, 1990). La activacion Ca?*/calmodulina de la nNOS es reversible y muy corta,
pero suficiente para que el NO que se genera tras la activacion de la nNOS incremente
el flujo sanguineo y la expansion fisica de la vasculatura peneana y los espacios de los
sinusoides (Hurt et al., 2002). Tanto nNOS como eNOS son activadas por la entrada de
calcio en la célula. Sin embargo, las fuerzas de cizallamiento o shear stress producido
tras la vasodilatacion originada por el NO liberado desde los nervios, promueve la
activacion de la via PI3K/Akt que activa directamente a la eNOS, reduciendo la cantidad
de Ca?" necesaria para esta enzima y causando un incremento en la produccién de NO
(Hurt et al., 2002).

Dentro de las células musculares lisas, el NO activa la enzima guanilato ciclasa
gue cataliza la transformaciéon del guanilato trifosfato (GTP) en 3’5’ guanilato
monofosfato ciclico (GMPc), este Ultimo activa la proteina cinasa G, la cual inicia la
fosforilacion de proteinas de membrana asociadas a los canales de potasio BKca. Este
proceso conduce a la salida de iones de K* hacia el espacio extracelular que se traduce
en una hiperpolarizacion. La hiperpolarizacion da lugar al cierre de los canales de calcio
tipo L resultando en una disminucién de la concentracion intracelular de los iones de
Ca?* (Prieto et al., 1998). En condiciones fisiolgicas, el Ca?* junto con la calmodulina
activan la cinasa de las cadenas ligeras de miosina (MLC), una enzima que cataliza la
fosforilacion de las cadenas ligeras de miosina y produce la interaccion entre las
proteinas actina y miosina, que resulta en la contraccion de la musculatura cavernosa
lisa, y por tanto evitando que la ereccién tenga lugar. La MLC fosforilada, es por tanto
defosforilada por la forma activa (defosforilada) de la MLC fosfatasa, dando lugar a la

relajacion del cuerpo cavernoso y con ello a la ereccién (Prieto et al., 2006b).

La enzima fosfodiesterasa 5 se encarga de degradar el GMPc y actia como
reguladora del tono muscular liso (Andersson, 2001; Goldstein et al., 1998; Simonsen et
al., 2002). La inhibicion selectiva de esta enzima es el mecanismo de accion del farmaco
sildenafilo, que actia compensando la disminucién en la sintesis de NO y por tanto la
produccion de GMPc. En experimentos realizados sobre muestras de cuerpo cavernoso
aisladas de humanos y conejos (Ballard et al., 1998; Chuang et al., 1998), el sildenafilo
presenta una respuesta limitada en cuanto a las relajaciones del musculo liso cavernoso
in vitro en ausencia de liberaciéon de NO, pero esta se incrementa al afiadir NO de forma
exogena. Lo que sugiere que la accion del sildenafilo depende de una activacion
preexistente del sistema NO-GMPc lo que explica que sea necesario un estimulo sexual

previo para que la respuesta del GMPc sea efectiva (Ballard et al., 1998; Carter et al.,
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1998; Goldstein et al., 1998; Prieto et al., 2006b). Por otra parte, el vardenafilo agente
inhibidor de la PDE5, parece no depender tanto de la via NO/GMPc e igual su
mecanismo podria depender mas del flujo interno de calcio extracelular hacia el citosol
(Sanchez et al., 2008).

Aun asi, se postula que el NO es capaz de activar los canales de BKca por una
via independiente de GMPc y PKG (Bolotina et al., 1994). En el estudio realizado por
Prieto y colaboradores (2006b) queda reflejado también un papel de la proteina cinasa
dependiente del AMPc (PKA) en el mecanismo relajante del sildenafilo en arterias
peneanas, ya que el uso de este en presencia de inhibidores especificos de la PKA
resulté en una inhibicion de la respuesta relajante del sildenafilo. Y al emplear juntos el
inhibidor de la PKA junto con el de la PKG la inhibicién de la respuesta del sildenafilo fue
mayor. Por lo que sugiere una interaccion entre la via de sefializacion del GMPc vyel
AMPc (Prieto et al., 2006b; Ruiz Rubio et al., 2004; Stief et al., 2000). Ademas, en este
estudio se realizaron también experimentos con inhibidores de la ciclooxigenasa los
cuales producian una marcada inhibicion en las relajaciones del sildenafilo, lo que indica
gue el sildenafilo podria estar incrementando la liberacion basal de prostanoides (Prieto
et al., 2006b).

En un estudio posterior de Prieto y colaboradores, se demuestra también el papel
de los canales BKcs en las relajaciones producidas por el sildenafilo, ya que el bloqueo
de estos por agentes como iberotoxina o tetraetilamonio desplazan la curva de relajacion

del sildenafilo hacia la derecha (Prieto et al., 2006a).

Las respuestas relajantes al NO neural se encuentran afectadas en ratas con
obesidad genética resistentes a insulina como asi demuestra el trabajo de Sanchez y
colaboradores (2012a). El desarrollo de una disfuncion nitrérgica ha sido demostrado en
cuerpo cavernoso de pacientes y en pene de animales, en ambos casos con diabetes
tipo 1 (Azadzoi & Saenz de Tejada, 1992; Cellek et al., 2003, 1999; Saenzde Tejada et
al., 1989).

En el estudio de Sanchez y colaboradores (2012a) en ratas obesas se observa
gue las reducciones en las respuestas relajantes al NO neural no eran acompafiadas asi
mismo de reducciones en las respuestas relajantes de donantes de NO como el SNAP,
lo que sugiere que la sefalizacion del NO en el musculo liso no se encuentra afectada
pero la biodisponibilidad del NO si. De hecho, varios estudios demuestran la disminucion
de la expresion y actividad de la nNOS acomparfiada de una reduccién de la funcion

eréctil en animales con diabetes (Cellek et al., 2003, 1999; Podlasek et al.,2001; Vernet
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et al., 1995).

Dado que el O, molecular es un sustrato de la sintesis tanto del NO neural como
endotelial por la NOS, la presion parcial de oxigeno (PO:) en la sangre que llega al
cuerpo cavernoso desempefia un papel importante en la regulaciéon de la hemodindmica
peneana. Durante el estado flacido, PO, es similar en el flujo sanguineo arterial y venoso
y asciende a 90-100 mmHg durante la ereccién como resultado del incremento en el flujo

arterial a los sinusoides cavernosos (Prieto et al., 2010).

En condiciones de hipoxia aguda, se produce una relajacion arterial que esta
mediada parcialmente por el NO endotelial. En estudios realizados por Prieto y
colaboradores (2010) se muestra cémo, tras la retirada mecéanica del endotelio, las

relajaciones ocasionadas por la hipoxia son reducidas.
Sistema simpético

Los impulsos nerviosos que controlan el estado de flacidez se originan en los
centros cerebrales y transcurren a lo largo del cordén espinal hacia el area localizada
entre el Thii12-L2z en lo que puede ser un centro de ereccidn psicogénica. Las fibras
eferentes salen de este centro a través de la raiz anterior de la médula espinal y conectan
con el tronco del ganglio simpatico, constituyendo la parte superior del plexo hipogastrico
que continda descendiendo, denominandose el plexo hipogéstrico inferior tras juntarse
con las fibras parasimpaticas, anteriormente mencionadas, para acabar formando parte
de los nervios cavernosos, que entran en los cuerpos tras atravesar el suelo pélvico. Una
vez dentro los nervios simpaticos inervan tanto el muisculo cavernosoliso como las
arterias y venas de este. En las células musculares lisas el terminal sinaptico de las fibras
nerviosas simpaticas se encuentra en un area de gran densidad de receptores a; frente a
B2 adrenérgicos (Dhabuwala et al., 1985; Levin & Wein, 1980). Los bloqueantes de estos
receptores han demostrado aumentar la tumescencia peneana y provocar una ereccion
prolongada (Saenz de Tejada et al., 1991b). Mientras que los receptores a tienen un
papel menor en la contraccion, incluso bloqueantes selectivos a, potencian la
contraccién mediada por fibras adrenérgicas (Traish et al., 1995). Existen tres subtipos
de receptores ai: receptores aia, gy Oic (Schwinn & Lomasney, 1992; Traish et al.,
1995). Entre los receptores ai, encontramos mayor prevalencia de los receptores aia- dic

en la musculatura lisa cavernosa (Porst & Sharlip,2006).
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Los receptores ai son estimulados de forma directa por la noradrenalina de los
nervios simpaticos, esto lleva a la estimulacion de la fosfolipasa C, la cual convierte el
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). Este
tltimo activa la proteina cinasa C, que lleva a cabo la fosforilacion de proteinas de
membrana y la activaciéon de los canales dependientes de voltaje de tipo L de Ca?".
Mientras tanto, el IP3 provoca la liberacion de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmico hacia
el citoplasma celular. La activacion de canales dependientes de voltaje de tipo L de Ca?*
(VOC), y la liberaciéon de Ca?" por parte del reticulo sarcoplasmico hacen que la
concentracion intracelular de Ca?* incremente. La entrada de Ca?' también puede ser
mediada a través de la activacion directa de canales de tipo L de Ca?* (VOC), y canales
de calcio no-tipo-L como son aquellos canales de Ca?* independientes de voltaje y que
se abren en respuesta a la depleciéon de Ca?" del reticulo sarcoplasmico (SOC) o
aquellos canales que se encuentran ligados a proteinas G y que son activados por
agonistas (ROC) (Villalba et al., 2007). El Ca?* junto con la calmodulina activan la cinasa
de las cadenas ligeras de miosina (MCLK), una enzima que cataliza la fosforilacién de
las cadenas ligeras de miosina y produce la interaccion entre las proteinas actina y
miosina, que resulta en la contraccion de la musculatura cavernosa lisa. La fosforilacién
gue resulta en la inactivacién de la MLC fosfatasa es llevada a cabo por la enzima Rho-
cinasa A (RhoA), la cual tiene actividad GTPasa y es inactivada cuando se une al GDP
pero se activa cuando se une al GTP. La RhoA activada estimula a la serina/treonina
cinasa conocida como Rho cinasa. Esta Rho cinasa fosforila la MLC fosfatasa en el punto
de unién a la miosina, activando de esta forma la enzima que conduce a la contraccién
del musculo liso y el estado de flacidez del pene (Porst & Sharlip, 2006; Villalba et al.,
2008).

La activacion del receptor a; con fenilefrina (Phe) incrementa la sensibilidad de
los miofilamentos al calcio, ademas esta sensibilidad se ve afectada tras el uso de
inhibidores de la proteina cinasa C (PKC), tirosina cinasa y Rho cinasa como se
demuestra en el trabajo de Villalba y colaboradores (Villalba et al., 2007). El inhibidor
de la Rho cinasa Y-27632 reduce significativamente las contracciones mediadas por
noradrenalina (NA), asi como la contraccién por Phe y las concentraciones de Ca*
intracelulares. Sin embargo, el inhibidor de la PKC Ro0-31-8220 reduce la tensiéon
vascular sin alterar el incremento de calcio producido por la Phe. Ademas, en presencia
de nifedipino, antagonista de los canales de calcio dependientes de voltaje (VOC), Y-
27632 todavia inhibe la entrada de calcio a través de canales no tipo L (ROC), sin
embargo, no altera la entrada de calcio a través de canales que se activan tras la

deplecion de Ca?* por parte del RE (SOC). Todo ello queda demostrado en el trabajo de
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Villalba y colaboradores de 2008 en arterias peneanas de rata (Villalba et al., 2008). Por
tanto, la enzima Rho cinasa aparte de estar involucrada en los procesos de
sensibilizaciéon del calcio también participa en la regulacién de la entrada de calcio a
través de canales cationicos no selectivos por activacion de los receptores adrenérgicos
a1 en arterias peneanas de rata (Villalba et al., 2008). Igualmente hay trabajos que
también lo demuestran en cuerpo cavernoso (Rees et al., 2001). En modelos de
disfuncion eréctil asociada a diabetes el incremento del tono vascular ha sido asociado
con un aumento de la actividad RhoA/Rho cinasa (Villalba et al., 2011; Wingard et al.,
2009, 2003).
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Figura 2. Mecanismo de regulacion de la vasoconstriccién en células musculares lisas. La
activacion del receptor a-adrenérgico conlleva la activacién de la fosfolipasa C (PLC) la cual
convierte el PIP2 en IP3 y DAG. Este Ultimo activa la PKC, que lleva a cabo la fosforilacion de
proteinas de membrana, la activacion de los canales dependientes de voltaje de tipo L de Ca?*.
IP3 provoca la liberaciéon de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmico hacia el citoplasma celular. Por
ultimo, la activacion del factor intercambiador de guanina (GEF), activa la proteina Rho que a su
vez activa a la Rho-cinasa fosforilando la MLCP,y por tanto inactivandola. (Tomado de Jalil et al.,
2005).

En arterias helicinas, se observa que la NA afadida de forma exdgena induce
contracciones las cuales no se ven afectadas tras la retirada mecéanica del endotelio,
pero si se ven incrementadas en presencia del inhibidor de la NOS, L-NOARG. Al
bloquear la poblacion de receptores a con fentolamina, se observa que existe una
poblacién de receptores  que responden a la isoprenalina, adrenalina ysalbutamol,

produciendo una relajaciéon dosis dependiente, en la cual no se produjo variacion
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alguna al afiadir el antagonista : atenolol. Lo que refleja una accion vasodilatadora de
los compuestos anteriormente mencionados a través del receptor B2 (Simonsen et al.,
1997hb).

Por otra parte, se comprobd que al bloquear de la misma forma el receptor a con
fentolamina, y afiadir NA y dobutamina no se obtuvo apenas respuesta alguna. Lo que
demuestra que la accién de NA en el musculo liso cavernoso es principalmente a través
de receptores a (Simonsen et al.,, 1997b), y mas concretamente receptores a; ya que el
bloqueo de a2 con el antagonista rauwolscina no cambio la respuesta a la NA (Andersson
& Wagner, 1995; Simonsen et al., 1997b).

Tanto la noradrenalina como la adrenalina pueden estimular los receptores aiy
B2 (Andersson & Wagner, 1995) En el caso de la NA la afinidad por a; es mayor con
respecto a 32, y en el caso de la adrenalina la afinidad por 32 es mayor con respecto a ai.
Cuando se unen a los receptores B2 se produce una activacion de la enzima adenilato
ciclasa que cataliza la ruptura de ATP en 3'5’-AMPc. Este Ultimo activa la PKA que
conduce a la hiperpolarizacion y el cierre de los canales de Ca?* tipo L. Debido a que la
densidad de receptores  es menor comparada con la de a que es mayoritaria en los
cuerpos cavernosos (Andersson & Wagner, 1995), en condiciones fisiol6gicas la
noradrenalina y adrenalina mantienen la contraccion de las células musculares lisas y

por tanto el estado de flacidez.

En las arterias peneanas en cambio hay una poblacion mayor de receptores a»
(Andersson & Wagner, 1995; Porst & Sharlip, 2006) y por supuesto también receptores
a1 (Simonsen et al., 1997b). Los receptores a» se sitlan a nivel presinaptico en los
terminales sinapticos de los nervios simpaticos de los receptores ai, inhibiendo el tono
simpatico. La NA ademas de activar los receptores a; puede actuar inhibiendo la
respuesta relajante mediada por los receptores a; presinapticos (Simonsen et al., 1997c;
Villalba et al., 2007). Tanto los receptores a; como los a2 se localizan en las venas

peneanas.

En hombres de avanzada edad hay un incremento de la densidad, asi como de
la sensibilidad de receptores a: mientras que se observa una disminucién en la poblacion
de receptores .. Esto puede suponer una de las razones, por las cuales la disfuncion
eréctil es un proceso relacionado entre otras causas con la edad (Porst & Sharlip, 2006).
Ademas, la vasoconstriccién en respuesta a la NA tanto exdgena como liberada por los
nervios se encuentra incrementada en modelos de obesidad inducida genéticamente
(Villalba et al., 2011).
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La contractilidad del masculo liso de las arterias peneanas y del CC es modulada
también por varios factores producidos localmente como el tromboxano A; y la
endotelina-1, o liberados por los terminales como en el caso de la NA, también el
neuropéptido Y ejerce una funcién contractil (Andersson & Wagner, 1995; Prieto et al.,
2004; Simonsen et al., 2002). En un modelo de obesidad genética en rata, la contraccién
inducida por el agonista del receptor de tromboxano A. (TXA;) U-46619 se ve
incrementada en arterias peneanas, y este incremento esta asociado a un aumento tanto
de la sensibilidad como de las repuestas maximas al calcio ((Villalba et al., 2011).La
activacion del receptor de TXA; esta ligada con la estimulacion de la proteina G a la PKC

(isoformas ay d) (Villalba et al., 2011).
Inervacion somatica

En el pene la inervacién somatica transcurre a través de los nervios pudendos y
dorsales. El nervio peneano dorsal inerva el glande y la estructura principal del pene
conduciendo los impulsos sensitivos hacia el centro reflexdgeno de la ereccion en la
médula espinal localizado a nivel de las vértebras sacras, S2-S4. En dicho centro las
sefiales sensitivas son procesadas hacia los centros cerebrales o hacia las
motoneuronas somaticas del nervio pudendo, el cual manda las sefiales motoras a
través de sus ramas eferentes hacia el suelo pélvico. El nervio pudendo inerva los
musculos del suelo pélvico produciendo la contraccion de los muasculos bulbo e
isquiocavernosos. Esto conduce a un mayor blogueo del retorno venoso desde los
cuerpos cavernosos e incrementa la presion cavernosa conduciendo a un estado de

completa rigidez en el pene (Porst & Sharlip, 2006).

1.1.1.2. Regulacion fisiolégica de lavasodilatacion peneana
Factores vasodilatadores

NO de origen endotelial

El NO derivado del endotelio esta implicado en los procesos de sefializacion
intracelular, regulando el tono vascular peneano (Burnett et al., 1992; Dail et al., 1995;
Prieto, 2008a; Simonsen et al., 1997a, 2002). Es sintetizado por la eNOS en las células
endoteliales en los cuerpos cavernosos, asi como en el endotelio de las arterias
peneanas. La reaccion es producida a partir de L-arginina como sustrato que se oxida
a través del consumo de oxigeno y NADPH, para producir citrulina y NO (Moncada &

Higgs, 2006). ElI NO producido por las células endoteliales es un gas que difunde hacia
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las células musculares lisas estimulando la produccion de GMPc a partir de GMP y a
través de la guanilato ciclasa, a la que se une y activa a través de su union al grupo
hemostatico de la misma (Russwurm & Koesling, 2004). El GMPc activa a la PKG la cual
es capaz de abrir los canales BKcafavoreciendo la salida de potasio que conduce a una
hiperpolarizacién celular. El GMPc es degradado por la enzima fosfodiesterasa 5, de ahi
la importancia del tratamiento con inhibidores de PDE5 como el sildenafilo o el
vardenafilo (Carter et al., 1998; Prieto et al., 2006b; Sanchez et al., 2008; Stief et al.,
2000). EI NO de origen endotelial es producido en respuesta a la fuerza de cizallamiento
0 shear stress, 0 en respuesta a agonistas como la ACh que se libera desde las

terminaciones nerviosas colinérgicas.

El shear stress es la fuerza de cizallamiento que ejerce el flujo sanguineo sobre
el endotelio arterial peneano y los sinusoides cavernosos. Este mecanismo, activa la via
de la PI3K/Akt que resulta en una fosforilacion de la eNOS liberando NO que produce
la relajacion sostenida del musculo liso (Hurt et al., 2002; Joannides et al., 1995). Es el

responsable del mantenimiento de la ereccion peneana.

La ACh liberada de los nervios se une a los receptores muscarinicos ligados a
proteinas G que median la elevacion del calcio intracelular, a través de la activacion de
la fosfolipasa C (Edwards et al., 2020). Esta elevacion del calcio intracelular
desencadena varias respuestas en la célula endotelial entre ellas la sintesis de NO por
parte de la eNOS, a través de la activacion de esta Gltima por la unién Ca?*/calmodulina,
ademas de la sintesis del factor hiperpolarizante derivado del endotelio y eicosanoides

derivados del acido araquidénico (Tran et al., 2000).
Factor hiperpolarizante derivado del endotelio

A diferencia del endotelio de los cuerpos cavernosos, en el endotelio de las
arterias peneanas de menor tamafio existe una relajacion residual que no depende de
la accion de la enzima NOS ni de la COX (Prieto et al., 1998; Simonsen et al., 1997a).
Dicha relajacion esta asociada a un mecanismo hiperpolarizante derivado del endotelio,
se denomina respuesta EDH (“Hiperpolarizacion Derivada del Endotelio”) y actia
produciendo una hiperpolarizacion de las células endoteliales que es transmitida al
musculo liso a través de uniones tipo gap mioendoteliales (Cohen & Vanhoutte, 1995).
La accién de este factor no se ve afectada por el bloqueo de las enzimas NOS y COX,
sin embargo, si que se ve afectada por el incremento de K* extracelular, asi como por
agentes blogueantes de los canales de K* activados por Ca?" de media y baja

conductancia, atribuyéndose a la liberacion de EDHF (Factor hiperpolarizante derivado
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del endotelio) (Prieto et al., 1998; Angulo et al., 2003). Ademas, parece involucrar también
la activacion de la bomba Na*/K*ATPasa en el musculo liso (Prieto et al., 1998).

Se sabe que el H2O:relaja el masculo liso a través de un mecanismo dependiente
de cGMP, activa los canales de potasio y produce hiperpolarizacion (Bény & von der
Weid, 1991; Burke & Wolin, 1987; Burke-Wolin et al., 1991; Cohen & Vanhoutte, 1995;
Kuo et al., 1993; Omar & Wolin, 1992). Ademas, ha demostrado ser un producto de la
sintesis de NO cuando la utilizacién de arginina por parte de la enzima NOS es impedida
(Heinzel et al., 1992), y por ello es un candidato a EDHF en estados patologicos
(Cosentino & Katusi¢, 1995). El H.Ozinduce relajacion de las arterias peneanas, que es
parcialmente inhibida por la retirada mecéanica del endotelio, el bloqueo de la COX y de
la proteina cinasa activada por mitégenos y regulada por sefiales extracelulares (ERK-
MAPK), y aumentada por bloqueo de la p38MAPK (Prieto et al., 2010).

El anion superdxido es generado también por las células endoteliales y puede
ser otro producto de la NOS, a pesar de su papel como inactivador del NO, también ha
sido implicado en la relajaciéon dependiente del endotelio. Aunque su accién es poco
probable que ocurra directamente, el anion superéxido puede reaccionar con el NO para
formar peroxinitrito (Wu et al., 1994), el cual puede relajar el muasculo liso, y
alternativamente el anién superoxido puede dar lugar a la formacion de H.O- que seria

entonces el agente activo.

Los productos no prostanoides del metabolismo del acido araquidonico también
son candidatos a EDHF (Weintraub et al., 1994), ya que como productos de la fosfolipasa
A2 se espera gue sean liberados en respuesta a un incremento en los niveles de calcio
endotelial. Ademas, inhibidores de la fosfolipasa A2 como la mepacrina o inhibidores de
la lipooxigenasa como BW755c son reconocidos como inhibidores de las relajaciones
dependientes del endotelio (Cohen & Vanhoutte, 1995; Forstermann & Neufang, 1985;
Stanton & Coupar, 1986; Uotila et al., 1987).

También los productos del citocromo P450 son producidos por las células
endoteliales y pueden activar los canales de potasio, igualmente inhibidores del
citocromo P450 han sido reportados como inhibidores de las relajaciones producidas por
el endotelio (Guengerich, 1991; Pinto et al., 1987).
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Prostanoides

Los prostanoides pueden ser sintetizados tanto en las células musculares lisas
como en las endoteliales. En condiciones fisiolégicas la mayoria de los prostanoides son
sintetizados por la isoforma constitutiva de la enzima COX-1. Sin embargo, también
pueden ser sintetizados por la isoforma inducible COX-2 que se expresa a bajos niveles
en las células vasculares, pero que pueden incrementarse por estimulos inflamatorios,
mitégenos o fisicos (Hernanz et al., 2004; Sanchez et al., 2010; Seibert et al., 1994). La
COX-1 endotelial contribuye en su mayoria a la produccién de PGl.y TXA,. Por otra
parte, la COX-2 ha demostrado estar ligada preferentemente a la sintesis celular de PGl

y PGE:y parece estar activada por estimulos como el shear stress (Brock et al., 1999;

Sanchez et al., 2010) pero también ha sido propuesta como la isoforma responsable en
su mayoria de la sintesis de PGI, bajo condiciones fisiologicas (Brock et al., 1999;
Henrion et al., 1997; Okahara et al., 1998; Sanchez et al., 2010).

La produccidon de prostanoides se encuentra regulada por factores como la
presion de oxigeno en sangre y puede verse suprimida en condiciones de hipoxia (Daley
et al.,, 1996; Prieto, 2008b). En el musculo liso trabecular encontramos diferentes
prostaglandinas: PGE: con un potente efecto relajante y PGE; que a bajas
concentraciones tiene un efecto relajante, pero en altas concentraciones causa
contraccion de las células musculares lisas. Por otra parte, PGl, es sintetizado
principalmente en el endotelio (Angulo et al., 2002; Minhas et al., 2000; Moreland et al.,
2001; Prieto et al., 1998; Ruiz Rubio et al., 2004).

En arterias peneanas la presencia de receptores tipo IP ha sido confirmada por
la respuesta relajante del cicaprost (agonista selectivo de los receptores IP). Se cree, por
tanto, que los receptores de prostanoides IP tienen un papel mas predominante en la
relajacion del masculo liso de las arterias peneanas coexistiendo también con receptores
EP (EP2/EP4), mientras que los receptores EP (EP2/EP.) lo tienen en el musculo liso

trabecular (Angulo et al., 2002).

A pesar de gue el blogueo de la NOS con L-NOARG reduce significativamente
la respuesta del sildenafilo, el tratamiento conjunto con L-NOARG mas inhibidores de la
COX, producen una inhibicién adicional de estas relajaciones, lo que sugiere que el
sildenafilo puede estar también incrementando la liberacion basal de prostanoides
(Prieto et al., 2006b). Ademas, ni el bloqueo de la NOS ni la retirada mecénica del
endotelio no alteran la respuesta relajante la respuesta relajante de PGE; (Ruiz Rubio
et al., 2004).
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PGE;: se une a los receptores especificos de prostaglandina E (EP2/EP4) vy
prostaglandina | (IP) que se encuentran acoplados a proteinas G, activando la enzima
adenilato ciclasa que genera adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Angulo et al., 2002;
Prieto et al., 1998). Este ultimo activa la PKA conduciendo a una disminucion de los
niveles de Ca?* a través de la activacion de los canales BKca. (Ruiz Rubio et al., 2004).
Por otra parte, la prostaglandina E; produce vasodilatacion en arterias peneanas (Ruiz
Rubio et al., 2004) a través de mecanismos que parecen depende de la sintesis de AMPc
y de la PKA (Ruiz Rubio et al., 2004). El tratamiento con rolipram (inhibidor de la
fosfodiesterasa PDE4, encargada de degradar el AMPc) incrementé de forma
significativa las relajaciones producidas por PGEi. Sin embargo, el inhibidor de la PKA
Rp-CPT-cAMPS disminuy0 las relajaciones inducidas por PDEj, rolipram y el agonista
de la adenilato ciclasa forskolina. Demostrando como la via AMPc/PKA esté involucrada
en las relajaciones por PGEi. Ademas, los agentes que incrementan las concentraciones
de AMPc parecen activar de forma cruzada a la PKG ya que asi lo demuestran los
resultados con inhibidores de GMPc y las reducciones de estos en la respuesta a PGE;.
También se observé como la retirada mecanica del endotelio no alteré las relajaciones
mediadas por PGE; (Ruiz Rubio et al., 2004)

A parte de su efecto relajante en el musculo liso, PGE1y PGE; pueden suprimir
la sintesis de colageno inducida por el factor de crecimiento transformante TGF- B1en el

cuerpo cavernoso, regulando la fibrosis en el cuerpo cavernoso (Moreland et al., 1995).

PGE: (alprostadilo) se ha desarrollado en terapia para el tratamiento de la
disfuncion eréctil via intrauretral y topica (Porst & Sharlip, 2006; Prieto, 2008a).

Bradicinina

Es un péptido biolégicamente activo que es formado entre otros tejidos en el
cuerpo cavernoso, a través del sustrato quininégeno y la enzima calicreina (Edward et
al., 2015). La bradicinina posee actividad eréctil como han demostrado los experimentos
in vivo sobre rata anestesiada realizados por Edward y colaboradores (2015) mediada
por su actividad sobre los receptores quinina B2 y los productos de la COX. Los
incrementos en la ICP (presion intracavernosa) no disminuyeron tras el tratamiento con
el inhibidor de la NOS L-NOARG, pero si que se vieron disminuidos por el inhibidor de
la guanilato ciclasa meclofenamato sédico (Edward et al., 2015). Las respuestas a
bradicinina son moduladas por cambios en la presién generados por la enzima

convertidora de angiotensina (ECA), y la angiotensina(1-7) (Greco et al., 2006).

Se ha demostrado que la bradicinina es capaz de inducir una relajacion dosis
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dependiente en tiras aisladas de CC humano ya que incrementa las concentraciones de
AMPc y GMPc (Kimoto et al., 1990).

Testosterona

A nivel cerebral la testosterona estimula la sintesis, almacenaje y liberacion de
neurotransmisores que favorecen la ereccion tales como la dopamina, el NO y la
oxitocina. A nivel espinal las motoneuronas del bulbo y muasculos isquiocavernosos son

dependientes de la testosterona (T) (Porst & Sharlip, 2006).

A nivel de los CC, los nervios cavernosos que contienen la enzima NOS son
también dependientes de la accién de la T. Estudios en animales han demostrado que
la T tiene un efecto considerable en la relajacion del musculo liso cavernoso. (Alcorn et
al., 1999).

Se cree también que tiene una funcién en el mantenimiento y la estimulacion de
la actividad de la NOS, ya que hay una disminuciéon de mas del 50% en animales
castrados (Chamness et al., 1995; Wespes, 2001). Y en ratas la disminucion de la
actividad de la NOS gque sigue a la castracion fue restaurada tras la administraciéon de

testosterona exdgena (Garban et al., 1995; Wespes, 2001).

La densidad y sensibilidad de los a-adrenoreceptores es dependiente de T,
observandose un incremento de estos tras la deprivacion de T por castracion (Mills TM
et al., 1996)

Polipéptido Intestinal Vasoactivo (VIP)

El VIP se encuentra localizado en las fibras nerviosas que inervan el cuerpo
cavernoso y la vasculatura peneana y provoca una potente relajacion a nivel del musculo
liso, por lo que se ha postulado como un importante neurotransmisor NANC capaz de
regular el mecanismo de ereccion. Estos efectos relajantes estan acompafiados de un
incremento tisular de los niveles de AMPc (Gratzke et al., 2010). Sin embargo, el bloqueo
mediante el uso de antagonistas no inhibié las relajaciones neurogénicas en arterias
peneanas de menor tamafio, pero si fueron parcialmente bloqueadas estas respuestas
relajantes mediante el bloqueo de las NOS, lo que indica que el VIP puede tener un
efecto facilitador en las neurotransmisiones nitrérgicas a nivel presinptico (Simonsen
et al., 2001).
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Factores constrictores

Prostanoides contractiles

Tanto en el cuerpo cavernoso como en las venas peneanas existe una
produccion predominante de prostanoides contractiles. como PGFz, TXA; 0 PGE;
involucrados en el mantenimiento del tono miogénico espontdneo y que son modulados
por la presion de oxigeno y por la hipoxia (Azadzoi et al., 1992; Christ et al., 1990; Daley
et al., 1996; Martinez et al., 2005; Sanchez et al., 2010). PGH,, PGFx y TXA; son

sintetizados mayormente en cuerpo cavernoso (Simonsen et al., 2002).

El TXA; se unen al subtipo de receptores de prostanoides TP y estan
involucrados en el efecto contractil de los prostanoides tanto en las arterias como en
musculo liso trabecular (Angulo et al., 2002). Los receptores TP se encuentran ligados
a proteinas Gq que activan a la fosfolipasa C (PLC) encargada de hidrolizar el PIP en
DAGY IP3, conduciendo a la activacién de la PKC, asi como del incremento de las
concentraciones intracelulares de Ca?* (Rucker & Dhamoon, 2024). Por otra parte, PGFz
se une a los receptores FP ligados tanto a proteinas Gg como Gai las cuales inhiben la
formacion de AMPc (Hardwick et al., 2013).

Se ha demostrado que una alteracion en el equilibrio entre prostanoides
vasodilatadores y contractiles forma parte de la disfuncién endotelial, asi como de una
funcion alterada del musculo liso de las arterias de roedores con diabetes tipo 1y 2
(Matsumoto et al., 2007).

Péptido Natriurético Y (NPY)

El NPY es un péptido de 36 aminoacidos que suele encontrarse junto con la
noradrenalina a nivel de los nervios simpdéticos perivasculares y es ampliamente
distribuido en el tejido eréctil del pene con una mayor densidad alrededor de las arterias
helicinas. Aunque inicialmente parecia tener una accion detumescente, estudios in vitro
han demostrado que provoca un incremento de la presion intracavernosa en conejos
(Kirkeby et al., 1992).
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Se ha demostrado que el NPY tiene un efecto dual facilitando/inhibiendo la
vasoconstriccion por noradrenalina en arterias peneanas. Esto depende de la poblacion
de receptores Y. Los receptores Yie Y, postsinapticos estan involucrados en el aumento
de las contracciones por noradrenalina, y los receptores Y presinpticos limitan la
liberacién de noradrenalina por parte de los terminales de los nervios. Los receptores Y1
se encuentran acoplados a proteinas G que normalmente incrementan las respuestas
contractiles en arterias de menor tamafio despolarizando el musculo liso arterial e
inhibiendo las relajaciones por AMPc. En condiciones en que se encuentran bloqueados
los receptores Yie Yz, el NPY es capaz de inducir relajaciones independientes de NO
en arterias de resistencia peneanas a través de receptores atipicos localizados en el
endotelio, los cuales parecen contestar a los efectos proerectogénicos reportados en
estudios in vivo (Prieto, 2008b; Prieto et al., 2004).

Angiotensina Il

La angiotensina Il (Ang Il) se forma localmente en el endotelio y en el masculo
liso del cuerpo cavernoso (Kifor et al., 1997; Prieto, 2008b), donde tiene efectos
contractiles dosis dependientes a través de su interaccion con los receptores de la
angiotensina, AT1 en la musculatura cavernosa ligados a proteinas G (Becker et al.,
2001; Park et al., 1997; Prieto, 2008b). También se unen a receptores AT2, dichos
receptores se encuentran asociados a un efecto vasodilatador, aun asi, su presencia y
papel es menor en el tejido eréctil respecto a los AT1 (Fraga-Silva et al., 2013; Park et
al., 1997). En las células musculares lisas, la estimulacion de los receptores AT1 causa
vasoconstriccion a través de mecanismos dependientes e independientes de Ca?*
(Fraga-Silva et al., 2013; Iwamoto et al., 2001). Se incrementa la entrada de Ca*
extracelular y la movilizacion de calcio intracelular, culminado con la activacion de las
cadenas ligeras de miosina (Fraga-Silva et al., 2013; lwamoto et al., 2001). Ademas, los
receptores AT1 también producen la activacion de la via Rho A/Rho cinasa conduciendo
a la inhibicion de la fosfatasa de cadenas ligeras de miosina (Fraga-Silva et al., 2013;
Kanaide et al., 2003; Ying et al., 2006).

Se ha visto que el blogueo de dicho receptor mediante antagonistas reduce las
contracciones provocadas por la estimulacion eléctrica transmural (EFS) en el cuerpo
cavernoso in vitro e incrementa la presion intracavernosa in vivo (Comiter et al., 1997;
Kifor et al., 1997; Prieto, 2008b).

Los niveles de Ang Il en la sangre intracavernosa se encuentran incrementados

en la fase de detumescencia (Becker et al., 2001; Prieto, 2008b). Por lo que puede ser
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gue la Ang Il participe en la fase inicial de detumescencia como consecuencia de un

incremento en la actividad simpética (Prieto, 2008b).
Endotelinas

Las endotelinas son péptidos sintetizados en el endotelio vascular con un potente
efecto vasoconstrictor, aunque también pueden mediar un efecto vasodilatador a través
de su unidn con el receptor ETg a nivel endotelial en condiciones fisiologicas (Holmquist
et al., 1992; Parkkisenniemi et al., 2000; Prieto, 2008b).

ETay ETs son los principales subtipos de receptores localizados en el musculo
liso vascular y en las fibras nerviosas que inervan el tejido eréctil (Holmquist et al., 1992;
Prieto, 2008b; Sanchez et al., 2014). Los receptores ETa se encuentran localizados en
el musculo liso principalmente y median las contracciones inducidas por ET1, asi como
los procesos de proliferaciéon celular en varios tipos de células (Contreras et al., 2013;
Ergul, 2011; Schiffrin, 2001). Los receptores ETg pueden tener un papel dual
dependiendo de su localizacion, en condiciones fisiolégicas se encuentran localizados
en el endotelio, donde inducen vasodilataciones dependientes de NO y tiene un papel
protector sobre los vasos sanguineos. Sin embargo, cuando se localizan en células
musculares lisas pueden causar vasoconstriccion (Contreras et al., 2013; de Nucci et al.,
1988; Ergul, 2011; Murakoshi et al., 2002; Schneider et al., 2007). En condiciones de
resistencia a la insulina, como se demuestra en el trabajo realizado por Contreras y
colaboradores (2013), se incrementa la expresion de receptores ETs tanto en endotelio
como en musculo liso, y la accién de este receptor se encuentra ligadaa un incremento de
la concentracion intracelular de Ca?*. Por lo que, aunque en condiciones fisiologicas los
receptores ETg parecen jugar un papel menor, en condiciones patoldgicas se encuentran
asociados con un fenotipo contractil/proliferativo en musculo liso (Contreras et al., 2013;
Kelly-Cobbs et al., 2011; Pollock, 2010; Schneider et al., 2007).

De los tres tipos de endotelinas (ET1-3) ET-1 es el mas importante, se encuentra
en los cuerpos cavernosos, arterias cavernosas, vena dorsal profunda y las venas
circunflejas ya que el receptor ETa presenta una selectividad relativa por ET-1 mientras
gue el receptor ETg presenta la misma afinidad por los tres tipos de endotelinas. Ademas,
ET1 es la que presenta una mayor actividad contractil (ET-1 > ET-2 > ET-3). ET-1 se
une al receptor ETa activando la fosfolipasa C que produce la escision de IP; yDAG de
PIP2, esto desemboca en el incremento de la concentracion intracelular de calcio y por
tanto en la contraccion y flacidez del cuerpo cavernoso (Baltazares Lipp et al., 2005;
Saenz de Tejada et al., 1991a; Titus & Marappa-Ganeshan, 2024; Williams etal., 1991).
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ET-1 es sintetizada por el musculo liso y las células endoteliales en el cuerpo
cavernoso (Granchi et al., 2002; Saenz de Tejada et al., 1991a; Sanchez et al., 2014).
Aun asi, también ha sido localizada en fibras nerviosas perivasculares (Loesch &
Burnstock, 2002; Sanchez et al., 2014).

ET-1 incrementa las vasoconstricciones adrenérgicas a través de los receptores
ETa presinapticos y antagoniza las respuestas relajantes al NO neural a través de los
receptores ETa postsinapticos. Ademds, ET-1 incrementa la produccion de ROS
alterando el mecanismo de dilatacién dependiente de la eNOS y nNOS (Sanchez et al.,
2014).

1.1.2. Disfuncidén eréctil

La disfuncion eréctil (DE) se define como la incapacidad de alcanzar una ereccion
suficiente para mantener una relacioén sexual satisfactoria (Shamloul & Ghanem, 2013).
Es una condicién clinica comun que afecta principalmente a hombres mayores de 40
afos. Un andlisis realizado por el Comité Consultivo Internacional de Medicina Sexual
sobre epidemiologia y factores de riesgo de la DE (Lewis et al., 2010) mostré una
prevalencia de la DE del 1-10% en hombres por debajo de 40 afios, que incremento a
un 20-40% en hombres de entre 60-69 afios. En hombres por encima de 70, la
prevalencia de la DE alcanza un 50-100% (Lewis et al., 2010; Shamloul & Ghanem,
2013). La prevalencia de DE a nivel mundial se ha previsto que alcanzara los 322
millones de casos en el afio 2025 (Ayta et al., 1999; Bacon et al., 2006; Lewis et al.,2010).

La DE se puede clasificar en base a la severidad, etiologia o el comienzo de esta
(Meuleman, 2002). Atendiendo a su severidad, la DE se clasifica en leve, moderada o
severa, dependiendo de la capacidad para alcanzar o mantener la ereccion.Asi pues, una
DE leve se caracteriza por una capacidad intermitente, la DE moderada por una
capacidad infrecuente y finalmente la DE severa por una ausencia de capacidadpara

alcanzar la ereccion para mantener una relacién sexual satisfactoria (Meuleman, 2002).

En base al comienzo de la DE, esta puede ser primaria o secundaria (Meuleman,

2002). La DE primaria corresponderia a aquellos pacientes que nunca han podido
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alcanzar o mantener una ereccion. Incluye traumas a nivel pélvico o del perineo, o
conflictos psicoldgicos arraigados en el paciente (Meuleman, 2002). La DE secundaria
es aquella que se desarrolla mas tarde, pero en la que previamente ha habido un periodo
de relaciones sexuales satisfactorias (Meuleman, 2002). Esta ultima tiene lugar debido
a la presencia de factores de riesgo como obesidad, diabetes, hipertension,
hipo/hipertiroidismo, tabaco, sedentarismo o alcoholismo y puede ser un marcador
centinela del desarrollo de otras patologias como la enfermedad cardiaca (N. Villalba et
al., 2009). Los estudios sugieren que un paciente que comienza con un grado de DE
severa presenta un escenario posible para desarrollar una enfermedad cardiaca dentro
de un periodo de 5 afios (Hodges L et al., 2006, Montsori P et al., 2003, Montsori P et
al., 2009).

En base a su etiologia puede ser psicogénica u organica, y esta Ultima a su vez
puede ser neurogénica, vasculogénica, endocrina o inducida por farmacos. También
podria clasificarse segun el mecanismo neurovascular implicado (fallo en el inicio -
neurogénica, o fallo en la fase de llenado - arterial, o fallo en la retencion del flujo

sanguineo, a nivel venoso) (Dean & Lue, 2005; Lizza & Rosen, 1999).
DE psicogénica

La impotencia psicogénica se cree que es la causa mas comun, con un 90% de
hombres impotentes que se encuentran bajo esta condicion (Dean & Lue, 2005). Un
factor importante relacionado con la ereccién es la ansiedad del acto (miedo al fallo
durante o ante la relacion sexual (Johannes et al., 2000; Shamloul & Ghanem, 2013).
Diversas teorias han desarrollado varios factores psicoldgicos tales como cognitivos,
afectivos e interpersonales que predisponen a los pacientes a una disfuncion sexual
como bien pueden ser experiencias traumaticas pasadas, una inadecuada educacion

sexual o problemas fisicos y mentales (Pastuszak, 2014; Shamloul & Ghanem, 2013).

El comportamiento sexual y la ereccion peneana son controlados por el
hipotalamo, el sistema limbico y la corteza cerebral. Por tanto, la estimulacién o
inhibicion de los mensajes es retransmitido a los centros de la ereccién espinales con el
fin de facilitar o inhibir la ereccién (Dean & Lue, 2005). Existen dos posibles mecanismos

gue explican la inhibicion de la ereccién en la disfuncion psicogénica:

1) Una inhibicion directa del centro espinal de la ereccién por el cerebro como una

exageracion de la inhibicién suprasacral y una excesiva liberacion simpatica.

2) Unos niveles elevados de catecolaminas periféricas, las cuales incrementan el tono

muscular liso peneano de forma que evita la relajacion necesaria para alcanzar la
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ereccion (Dean & Lue, 2005; Steers, 1990). A nivel clinico, se han reportado niveles altos
de NA en suero de pacientes con una DE psicogénica comparandolos con pacientes

control o paciente que tienen una DE vasculogénica (Kim & Oh, 1992).
DE neurogénica

El area predptica medial, el nicleo paraventricular y el hipocampo son sefalados
como importantes centros de integracion del estimulo sexual y la ereccion peneana
(Dean & Lue, 2005). Los procesos patoldgicos en dichas regiones, tales como la
enfermedad de Parkinson, un accidente cerebrovascular, encefalitis o las convulsiones
del I6bulo temporal son frecuentemente asociadas con DE (Dean & Lue, 2005; Wermuth
& Stenager, 1992).

En hombres que tienen una lesion a nivel del cordén espinal, su funcién eréctil
depende mayormente de la naturaleza, localizacién y extension de la lesion. Ademas de
DE, también pueden presentar alteraciones en la eyaculacion y en el orgasmo (Dean &
Lue, 2005). La ereccion reflexdgena se encuentra preservada en el 95% de los pacientes
gue tienen lesiones completas a nivel superior del cordén espinal, mientras que
solamente el 25% de aquellos que presentan lesiones espinales a niveles inferiores
pueden alcanzar la ereccion (Dean & Lue, 2005; Kirby, 1994; Lue, 2001).

Debido a la estrecha relacién entre los nervios cavernosos y los rganos pélvicos,
la cirugia en este tipo de 6rganos es una causa frecuente de impotencia. La incidencia
de la impotencia iatrogénica por parte de diferentes procedimientos ha sido reportada
con los siguientes casos: prostatectomia radical 43-100%, prostatectomia perineal para
enfermedad benigna 29%, reseccion perineal abdominal 15% - 100% esfinterectomia
externa en las posiciones 3y 9 del reloj 2% - 49% (Dean & Lue, 2005; Finkle & Taylor,
1981; McDermott et al., 1981; Veenema et al., 1977; Walsh & Donker, 1982; Weinstein
& Roberts, 1977; Yeager & Van Heerden, 1980).

La recuperacion de la funcién eréctil tras una cirugia pélvica radical puede llevar
de 6 a 24 meses. Un tratamiento temprano con alprostadilo o sildenafilo oral ha reflejado
una mejora en la recuperacion de la funcion eréctil (Dean & Lue, 2005; Montorsi et al.,
1997; Padma-Nathan et al., 2004). Se cree que las erecciones inducidas
farmacologicamente previenen el tejido estructural de cambios asociados a erecciones
infrecuentes o simplemente que no haya erecciones durante el periodo de recuperacion

a nivel de los nervios (Dean & Lue, 2005).
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DE endocrina

El hipogonadismo es asociado frecuentemente a la poblacién impotente (Barkin,
2011). La influencia de los andrégenos en el crecimiento y desarrollo del tracto
reproductor masculino y caracteristicas sexuales secundarias, asi como sus efectos en
la libido y comportamiento sexual han sido reportados y son bien conocidos (Barkin,
2011, 2010; Dean & Lue, 2005; Shabsigh, 2003; Wespes, 2001). En experimentos
realizados por Mulligan y Schmitt (1993) se concluye que la testosterona incrementa el
interés sexual, incrementa la frecuencia de los actos sexuales e incrementa las
frecuencias de las erecciones nocturnas, pero apenas presenta efecto sobre las

erecciones inducidas por fantasias o visualizaciones.

Experimentos realizados con ratas castradas han demostrado una disminucion
del flujo arterial, asi como inducir la fuga venosa, a la vez que reducir a la mitad la
respuesta eréctil a la estimulacion del nervio cavernoso (Dean & Lue, 2005; Mills et al.,
1994; Penson et al., 1996). El tratamiento con flutamida, estradiol u hormona liberadora
de gonadotropinas afiadido a la castracion inhibe aliin mas la respuesta eréctil. Aunque
la actividad NOS se encuentra reducida en estos animales, los contenidos neuronales y
endoteliales de NOS no son reducidos de forma significativa con el tratamiento. La
castracién también incrementa las respuestas a-adrenérgicas del musculo liso peneano
(Dean & Lue, 2005; Reilly et al., 1997; Shabsigh, 1997; Traish et al., 1999). Clinicamente
muchos pacientes que se encuentran bajo un largo tratamiento de privacién de
androégenos debido al cancer de préstata han reportado un libido muy pobre y

consiguiente DE (Bagrodia et al., 2009).

La hiperprolactinemia, tanto si es debida a un adenoma pituitario o al efecto de
los farmacos, resulta en una disfuncion reproductiva y sexual. Los sintomas pueden
incluir falta de libido, DE, galactorrea, ginecomastia e infertilidad (Dean & Lue, 2005). La
hiperprolactinemia se encuentra asociada con bajos niveles circulantes de testosterona,
lo que parece ser un efecto secundario a la inhibicion de la hormona liberadora de

gonadotropina debido a unos niveles altos de prolactina (Leonard et al., 1989).

La DE también puede estar asociada con hipertiroidismo e hipotiroidismo. El
hipertiroidismo esta frecuentemente asociado con libido disminuida, lo que puede causar
un incremento en los niveles circulantes de estrogenos, y menos a menudo con DE. En
el caso del hipotiroidismo, la baja secrecion de testosterona y unos niveles elevados de
prolactina contribuyen a la DE (Chen et al., 2018; Dean & Lue, 2005; Gabrielson et al.,
2019).
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DE vasculogénica

La disfuncion endotelial es el denominador comin de muchos riesgos vasculares
gue conducen a la DE aterogénica (Virag et al., 1985). En pacientes con hipertension la
incidencia y prevalencia de DE puede alcanzar un 68% (Burchardt et al., 2000; Mittawae
et al., 2006; Virag et al., 1985). Ademas, las respuestas relajantes dependientes del
endotelio en respuesta a agonistas (ACh, Bradicinina) se encuentran disminuidas (Cai &
Harrison, 2000; Dean & Lue, 2005; Panza et al., 1990; Taddei et al., 1998).

Se ha demostrado que la diabetes y la hipercolesterolemia modifican la funcion
relajante del endotelio sobre el mlsculo cavernoso y alterando la ereccion (Azadzoi &
Saenz de Tejada, 1991). También se ha visto como la DE mejora cuando las
concentraciones elevadas de lipoproteinas de baja densidad (LDL) asi como de

colesterol disminuyen (Corona et al., 2011; Shamloul & Ghanem, 2013).

Se ha comprobado que los pacientes que presentan DE son mas propensos a
padecer eyaculacién precoz, sintomas a nivel del tracto urinario inferior asociados con

hipertrofia benigna de préstata, o vejiga hiperactiva (Seftel AD et al., 2004).

Entre los hombres diagnosticados con DE, aproximadamente el 40% presentan
hipertension, el 42% hiperlipidemia y el 20% diabetes (Selvin E et al., 2007, Seftel AD
et al., 2004). Estos factores de riesgo que se mencionaban anteriormente contribuyen a
cambios hormonales como una bajada en los niveles de testosterona o alteraciones en

la funcion endotelial que contribuyen al desarrollo de la DE (Gretchen M. Irwin, 2019).

La ateroesclerosis o la enfermedad arterial oclusiva del &arbol de las arterias
hipogastricas-cavernosas-helicinas puede disminuir la presién de perfusién y el flujo
arterial a los espacios de los sinusoides cavernosos, incrementando de esta forma el
tiempo de alcance de una méxima ereccién y disminuyendo la rigidez del pene erecto.
En la mayoria de los pacientes que tienen DE aterogénica, la alteracion de la perfusion
peneana es un componente de un proceso ateroesclerético generalizado (Schwartz &
Kloner, 2011). Experimentos realizados por Michal y Ruzbarsky (1977) reflejan que tanto
el nivel de incidencia de la enfermedad coronaria como la edad se encuentran asociados
a una DE. Existen una serie de factores de riesgo que estan asociados a una
insuficiencia arterial como la hipertension, la hiperlipemia, el tabaco, la diabetes mellitus
la disminucion perineal o trauma pélvico (Dean & Lue, 2005; Goldstein et al., 1984;
Levine et al., 1990; Rosen et al., 1990). La DE y la enfermedad cardiovascular comparten
los mismos factores de riesgo como la hipertension, diabetes mellitus,
hipercolesterolemiay el tabaco (Dean & Lue, 2005; Feldman et al., 1994; Martin-Morales
et al., 2001)
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En la DE debida a la insuficiencia arterial, hay una disminucién de la presion de
oxigeno en la sangre que irriga los CC comparada con aquella medida en pacientes con
DE psicogénica (Tarhan et al., 1997). Esto podria afectar a factores como la formacion
de prostanoides. Ademas, una disminucién en el tamafio del lumen de las arterias
contribuye a una resistencia perivascular que se traduce en hipertension (Mulvany &
Halpern, 1977).

Otra de las causas mas comunes de la impotencia vasculogénica es un fallo o un
mecanismo de venoclusion no eficaz (Dean & Lue, 2005; Rajfer et al., 1988). Este puede

resultar de los siguientes procesos patolégicos:

- La presencia o desarrollo de largos canales venosos que pueden drenar el
Cuerpo cavernoso

- Enfermedades degenerativas (la enfermedad de Peyronie, la edad, y la diabetes)
0 una lesién traumatica de la tlnica albuginea (fractura peneana) puede resultar
en una inadecuada compresion de las venas subtunica y emisarias. En la
enfermedad de Peyronie una tunica albuginea inelastica puede evitar que las
venas emisarias se cierren (Metz et al., 1983). En estudios realizados por lacono
y colaboradores (1994) se observa que una disminucién de las fibras elasticas
en la tanica albuginea y una alteracion de la microarquitectura pueden contribuir
a la impotencia en algunos pacientes (Dean & Lue, 2005; lacono et al., 1994).

- Alteraciones estructurales en los componentes del sistema trabecular, el
musculo liso cavernoso y el endotelio puede resultar en un escape venoso.

- Una relajacion insuficiente del muasculo liso trabecular causando una expansion
inadecuada de los sinusoides y una insuficiente compresion de las vénulas
subtunicales en individuos con un excesivo tono adrenérgico o0 en un paciente
gue tiene una liberacion de neurotransmisores alterada. Se ha demostrado que
una alteracioén de los a-adrenoceptores o una disminucion de la liberacién de NO
incrementa el tono muscular y disminuye la relajacion en respuesta a relajantes
enddgenos (Christ et al., 1990; Dean & Lue, 2005).

Tanto en la DE neurogénica como en la vasculogénica los dafios en el masculo
liso pueden ser un factor clave a la hora de agravar una causa primaria (Dean & Lue,
2005; Mersdorf et al., 1991). La pérdida de la capacidad de expansion de los sinusoides
asociada con un incremento en la deposicion del colageno y una disminucion de las
fibras elasticas se puede observar en diabetes, hipercolesterolemia, enfermedad
vascular, lesion peneana o edad avanzada (Cerami et al., 1987; Dean & Lue, 2005;

Hayashi et al., 1987). En estudios realizados por Moreland y colaboradores se demostro
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qgue PGE; suprime la sintesis de coldgeno a través de la disminucion del factor
transformante de crecimiento al (TFGal) en musculo liso cavernoso, lo que implica que
la inyeccién de PGE; puede ser beneficiosa para la fibrosis intracavernosa (Moreland et
al., 1995).

Los canales i6nicos se encuentran intimamente involucrados en los eventos
bioquimicos de la funcién muscular, y una alteracion de los canales i6nicos puede tener
un profundo efecto en la funcion muscular. Se ha demostrado una alteracién en los
canales BKcaen células de pacientes impotentes lo que sugiere que una alteracion en la
funcién o regulacion de los canales de potasio puede contribuir a una disminucion dela
capacidad hiperpolarizante, una homeostasis de calcio alterada, y por tanto una
alteracion de la relajacién del masculo liso. (Fan et al., 1995)

En varias enfermedades arteriales existe una pérdida o reduccién del contacto
por membrana entre células debido a la presencia de fibras de coladgeno entre
membranas (Dean & Lue, 2005; Persson et al., 1989). Esto podria suponer un desorden
en la funcion o pérdida de las uniones gap que puede alterar la actividad coordinada del

musculo liso.
DE inducida por medicamentos

También se incluye dentro de la DE secundaria a aquella producida por los
efectos secundarios de farmacos la cual ocasiona el 25% de los casos (Bacon et al.,
2006). Esta es mas frecuente en medicamentos con efectos antihipertensivos,
antidepresivos o0 antipsicéticos. Los medicamentos psicotrépicos como los
antidepresivos se encuentran asociados de forma significativa a la DE, especialmente
los inhibidores de la recaptacion de serotonina y la venlafaxina. Los antipsic6ticos como
risperidona y olanzapina tienen ain mayor probabilidad de causar DE (Aversa et al.,
2008; Serretti & Chiesa, 2011). Los antihipertensivos como las tiazidas seguidas de los
B-blogueantes son también los medicamentos més comunes capaces de provocar DE
(Aversa et al., 2008; Thomas et al., 2003).

1.1.2.1. Disfuncion eréctil y enfermedad cardiovascular

La DE es comun entre pacientes con enfermedad cardiovascular (Kirby et al.,
2005). Un estudio realizado por Kloner y colaboradores (2003) en 76 hombres con
enfermedad coronaria arterial establecida mostré que el 75% presentaba cierto grado de

DE. Existe un periodo de 3 afios entre la aparicion de los sintomas de la DE y el
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evento cardiovascular que confiere una oportunidad para mitigar el riesgo (Gandaglia et
al., 2014).

La DE y la enfermedad cardiovascular (ECV) comparten factores de riesgos
comunes incluyendo la edad, hipercolesterolemia, hipertension, resistencia a la insulina,
diabetes, tabaco, sindrome metabdlico, estilo de vida sedentario y depresion (Jackson
et al.,, 2010; Vlachopoulos et al., 2013b). Un estudio realizado por Roumeguére y
colaboradores en 215 pacientes con DE mostro una prevalencia de hipercolesterolemia
del 70,6% en pacientes con DE que respecto a los controles sin DE (Roumegueére et al.,
2003). El Estudio de Reino Unido para la Prevencion de la Diabetes (UKPDS) revel6 que
el 20% de los pacientes tenian DE en el momento en que la diabetes les fue
diagnosticada (Martin-Timoén et al., 2014). La ECV y la DE comparten la misma base
fisiopatolégica basada en su etiologia y progresion (Vlachopoulos et al., 2008). Sin
embargo, la relacién entre las dos condiciones clinicas es compleja y puede involucrar
otros mecanismos fisiopatologicos tales como neuropatias o desordenes neuronales
(Gandaglia et al., 2014; Ryan & Gajraj, 2012; Shamloul & Ghanem, 2013). Varios
estudios han establecido que la DE es frecuente en hombres con ECV establecida, que
coexiste con una enfermedad arterial coronaria y que es un factor independiente para
futuros eventos cardiovasculares tanto en hombres con ECV establecida como en
aquellos que no (Jackson et al., 2010; Montorsi et al., 2006; Vlachopoulos et al., 2013b).
En estos ultimos la DE precede a la enfermedad coronaria, al infarto agudo de miocardio
y a la enfermedad arterial periférica en un periodo que comprende de los 2 a los 5 afios

(de media 3 afios) (Jackson et al., 2010).

Los primeros estudios retrospectivos investigaban la prevalencia de DE y ECV
en pacientes y muestran un incremento del riesgo de DE en pacientes con CVS
(vasoespasmo arterial coronario) (Jackson, 1999; Kirby et al., 2001; O’Kane & Jackson,
2001). Las primeras evidencias de la asociacion DE y enfermedad coronaria viene del
estudio pionero realizado por Montorsi y colaboradores (2003). Los autores concluyeron
gue aproximadamente el 50% de los pacientes con dolor toracico agudo y con
enfermedad coronaria arterial experimentaban DE. La disfuncion sexual precedia a la
enfermedad coronaria arterial practicamente en el 70% de los casos, llegando a ser
clinicamente evidente 3 afios antes (a veces un periodo superior llegando a los 5 afios)
gue los sintomas coronarios, y de este modo estableciendo una asociacién temporal

entre la DE y la enfermedad coronaria arterial.

Un namero considerable de estudios han descrito la capacidad de la DE para
predecir el riesgo de un evento cardiovascular (infarto de miocardio, embolia,

revascularizacion) en pacientes con un alto riesgo de ECV, diabético y con algun fallo
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cardiaco (Araujo et al., 2010; Bohm et al., 2010; Gazzaruso et al., 2008; Thompson et
al., 2005; Vlachopoulos et al., 2013b).

Normalmente es la DE vasculogénica la que se encuentra estrechamente
relacionada con la ECV, a pesar de que pueda coexistir un componente psicogénico con
la DE vasculogénica (Jackson et al., 2010; Vlachopoulos et al., 2008).

La ereccidén peneana es sobre todo un proceso vascular, tanto el endotelio como
el musculo liso peneano son muy sensibles a cambios funcionales y estructurales. La
DE vasculogénica resulta de una alteracion de las relajaciones del VSM dependientes e
independientes del endotelio (etapas iniciales), de una oclusion de las arterias
cavernosas debida a un proceso de ateroesclerosis (etapas posteriores) o una
combinacién de ambos (Vlachopoulos et al., 2008). La relacion entre la DE y la ECV a
nivel clinico se basa en la fisiopatologia que comparten. La hip6tesis del diametro arterial
explica porque la enfermedad coronaria frecuentemente se manifiesta con una DE
previa, antes de que aparezca (P. Montorsi et al., 2003). De acuerdo con esta hipotesis,
dada una situacion de ateroesclerosis las arterias mas pequefias como las peneanas (1-
2 mm) sufren obstrucciébn mucho antes que las arterias coronarias que son mas grandes
(3-4 mm) (Gandaglia et al., 2014; Montorsi et al., 2006). Esta teoria sostiene lo mismo
en caso de que se produzca una aterosclerosis no obstructiva, ya que cuanto mas
pequefia sean las arterias mas grande es la capa endotelial, ya que la ereccidn requiere
un nivel alto de vasodilatacion. Por lo que el mismo grado de DE es sintomatico en estas
arterias pequefias pero subclinico en aguellas mas grandes (coronarias) (Vlachopoulos
et al., 2006).

La DE se encuentra asociada a un incremento de la respuesta inflamatoria y de
la activacion protrombética endotelial (Vlachopoulos et al., 2006), al igual que ocurre en
la enfermedad coronaria en pacientes que no padecen DE, mientras que cuando
coexisten las dos, las complicaciones son mayores. Varios estudios demostraron que la
aparicion de la DE y su severidad estan asociados con un incremento de la expresion
de los marcadores de la inflamacién (Arafia Rosainz et al., 2011; Bocchio et al., 2004,
Chiurlia et al., 2005; Vlachopoulos et al., 2006). Los marcadores de la inflamacién y sus
mediadores (proteina C reactiva, interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-10, IL-18 y el TNFa (factor
de necrosis tumoral a) y los factores endoteliales/protrombéticos (factor de von
Willebrand, el activador de plasmindgeno) todos ellos se han expresado en altos niveles
en pacientes con DE (Arafia Rosainz et al., 2011; Bocchio et al., 2004; Chiurlia et al.,
2005; Vlachopoulos et al., 2006).
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Otro factor derivado de la DE y que incrementa el riesgo de ECV es la deficiencia
de testosterona (Jackson et al., 2010). Ya que, niveles bajos de testosterona
incrementan los niveles de LDL, colesterol, asi como la produccion de marcadores
proinflamatorios (Carson & Rosano, 2012). Los bajos niveles de andrégenos se han
asociado con DE, sindrome metabdlico, diabetes y CVD (Corona et al., 2011; Khaw et
al., 2007; Mirone et al., 2009; Traish et al., 2007). Se ha demostrado que los niveles de
testosterona estan inversamente relacionados con el riesgo de sufrir eventos cardiacos

adversos (Corona et al., 2011; Khaw et al., 2007; Vlachopoulos et al., 2013a).

Las células endoteliales y las células del musculo liso son los principales
objetivos de los efectos de los andrégenos en los sistemas cardiovascular y peneano, y
un hipogonadismo esta asociado con un incremento del riesgo de un remodelado
vascular ateroesclerético (Gandaglia et al., 2014; Mirone et al., 2009). Los andrégenos
pueden reducir la expresion de los marcadores de la inflamacién en estos tejidos, y unos
bajos niveles de testosterona tienen un efecto proinflamatorio y proapoptético en las

células endoteliales (Mirone et al., 2009).

Los inhibidores de la fosfodiesterasa 5 (PDES5) es el tratamiento de primera linea
para la DE. Los inhibidores de la PDE5 pertenecen a esa clase de medicamentos que
inicialmente fue desarrollada para tratar la angina de pecho. Ademas, estos farmacos no
solo son activos a nivel del lecho vascular peneano, sino también a nivel sistémico, por
lo que pueden resultar beneficiosos para pacientes con enfermedad coronaria arterial
afectados por una DE. Varios estudios han descrito una reduccion en el tamafio del
infarto en animales que recibieron sildenafilo comparando con sus controles (Gandaglia
et al., 2014; Schwartz et al., 2012). Es mas, la administracion de inhibidores de PDE5
ha demostrado reducir la hipertrofia cardiaca, incrementar la sintesis de NO,y mejorar
la supervivencia una vez establecido el cuadro preclinico (Gandaglia et al., 2014;
Schwartz et al., 2012). En pacientes con estenosis en al menos una arteria coronaria, la
administracion de sildenafilo mejora el pico de velocidad del flujo coronario,el diametro
arterial, el flujo sanguineo y la resistencia vascular (Gandaglia et al., 2014; Herrmann et
al., 2000). Ademas, el hecho de que ambas enfermedades se encuentren asociadas, y
gue farmacos para la DE puedan suponer una mejora y prevencion de un posible evento
cardiovascular no solo supone una mejora en las relaciones sexuales sino también una

adherencia al tratamiento (VIachopoulos et al., 2013b).

Como se ha mencionado al inicio de esta seccion, la ECV y la DE comparten
ciertos factores de riesgo como la obesidad, la hipertension, la diabetes, el tabaco y un

estilo de vida sedentario entre otros. En un estudio realizado en el modelo de obesidad
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genética de rata zucker (OZR) se demuestra a nivel experimental como la DE puede ser
un marcador de ECV, ya que existe una disfuncion endotelial a nivel de las arterias
peneanas pero no a nivel de las arterias coronarias como muestran la alteraciones en la
relajacion endotelial a la ACh asi como diferencias estructurales entre ambas (Villalba et
al., 2009). El remodelado de los vasos sanguineos se considera un rasgo propio de los
desordenes vasculares, en el trabajo de Villalba y colaboradores se demuestra que
existen alteraciones estructurales en las arterias peneanas de ratas OZR, mientras que
en las arterias coronarias OZR no se apreciaron cambios significativos en la pared
vascular (Villalba et al., 2009).

1.1.2.1. Disfuncién eréctil y sindrome metabdlico

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo que contribuyen a la
enfermedad cardiovascular y se encuentra asociada con hipertension, dislipemia,
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Todos estos factores junto con la

obesidad constituyen el sindrome metabdlico (Muller & Mulhall, 2006).

El sindrome metabdlico también conocido como “sindrome de resistencia a la
insulina” o Sindrome X, fue descrito por primera vez en 1920 por Eskil Kylin, médico de
origen sueco, como la presencia al mismo tiempo de hipertension, hiperglicemia y gota
(Eckel et al., 2005). Hoy en dia se caracteriza por la presencia o tratamiento de algunas
de las siguientes patologias: obesidad abdominal (cintura > 94 cm), triglicéridos > 150
mg/dL, presion sanguinea >130/85 mmHg, glucosa en ayuno >100mg/dL, y HDL <40
mg/dl (Alberti et al., 2009; Sanchez et al., 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, el sindrome metabdlico presenta un
conjunto de alteraciones metabdlicas que establecen un alto potencial de riesgo para el
desarrollo de la disfuncion endotelial y conduciendo asi a DE y a enfermedad cardiaca
(Mdller & Mulhall, 2006).

Algunos de los mecanismos especificos que desencadena el sindrome
metabdlico a través de los cuales se desarrolla la DE incluyen la hiperglicemia y el
envejecimiento, que conducen a una glicosilacion de las fibras elasticas y a un fallo en
la relajacion de CC cuerpo cavernoso; asi como en la disfuncion de las células
endoteliales que tapizan los sinusoides cavernosos, provocando una disminucion en la
liberaciébn de NO y por tanto una alteracion de la vasodilatacion. Varios estudios
muestran que la disfuncién del lecho vascular y el masculo liso trabecular conduce a una
disfuncién en el mecanismo de veno-oclusion (Gratzke et al., 2010; Moreland, 2000;

Walton et al., 2021). Los productos finales de la glicosilacibn avanzada (AGES)
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conducen también a un incremento en la sintesis de las especies reactivas de oxigeno
0 ROS y reducen la biodisponibilidad de NO. La neuropatia diabética y la disminucion
en la produccion neural de NO, disminuye los niveles de NO liberados hacia el musculo
liso del cuerpo cavernoso, asi como una reduccion del flujo arterial (Fonseca & Jawa,
2005; Miller & Mulhall, 2006). Varios estudios han demostrado que la disfuncion
endotelial se produce de forma precoz en el estado de resistencia a la insulina, y actia
como un predictor de la disfuncion vascular en enfermedades como la DE y la ECV
(Gorgel et al., 2014; Grundy, 2002; Lakka et al., 2002).

Niveles bajos de andrégenos se encuentran estrechamente relacionados con
MetS y sus componentes (Laaksonen et al., 2003; Sanchez et al., 2017). En un estudio
realizado en hombres con bajos niveles de testosterona en suero, Garcia-Cruz y
colaboradores (2013) hallaron que el sindrome metabdlico se encontraba asociado
significativamente con los niveles mas bajos segun el IIEF (indice internacional de
funcion eréctil). La severidad de la DE fue relacionada directamente con la severidad de
MetS, con un mayor numero de componentes de MetS a medida que aumentaba la
severidad de la DE (Garcia-Cruz et al., 2013; Sanchez et al., 2017).

Un grado bajo de inflamacion crénica subclinica es otro de los factores que
afectan a la funcion endotelial y ha sido asociado tanto a la DE como al MetS. La
inflamacién crénica conduce a un incremento de las citoquinas proinflamatorias. Los
niveles plasmaticos de proteina reactiva C (PCR) se encuentran significativamente
incrementados en pacientes con DE comparados con aquellos que no padecen DE,
ademas de encontrarse asociados a la edad y a un nivel alto de riesgo coronario (Chiurlia
et al., 2005; Sood et al., 2019). Un incremento en las citoquinas proinflamatorias ha sido
descrito a lo largo del tiempo y a su vez en pacientes obesos ydiabéticos que se
encuentran bajo un desorden metabdlico en la mayoria de los casos (Arafia Rosainz et
al., 2011; Sood et al., 2019; Vlachopoulos et al., 2007).

Una neuropatia autonémica ha sido asociada a pacientes y modelos animales
con MetS, de acuerdo con la literatura mas reciente, MetS se encuentra asociado a una

actividad simpatica autonémica exacerbada (Nangle et al., 2009; Walton et al., 2021).

En pacientes obesos con un estilo de vida sedentario, existe una mayor
incidencia de DE que en aquellos pacientes que no padecen obesidad (Derby et al.,
2000; Sanchez et al., 2017). Un analisis multivariante llevado a cabo en un estudio de
cohortes de 22.086 hombres americanos, aquellos con un IMC de 25-26,9 kg/m2

presentaron un 19% de riesgo mayor de presentar DE que aquellos con un IMC<25
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kg/m?, mientras que los que tuvieron un IMC 27-29.9 kg/m? tuvieron un incremento del
riesgo de padecer DE del 33% (Bacon et al., 2006; Sanchez et al., 2017).

Varones con diabetes tipo 1y diabetes tipo 2 presentaron un riesgo mayor de DE
comparado con aquellos hombres no diabéticos (Bacon et al., 2002; Sanchez et al.,
2017). En el modelo de ratén de diabetes tipo |, las relajaciones dependientes del
endotelio estuvieron disminuidas tanto en pene como en aorta a las 4-6 semanas de que
se desarrollara la diabetes mellitus. En otro estudio en el cual se us6 un modelo de rata
de diabetes tipo | hubo también una disminucién de las relajaciones producidas por el
endotelio, asi como un incremento del estrés oxidativo en los sinusoides cavernosos y
en aorta tras 8 semanas de que se desarrollara la diabetes (Paskaloglu et al., 2004
Walton et al., 2021).

Una presion arterial alta también ha sido descrita como causa de DE, ya que un
estudio preclinico reportd una menor capacidad eréctil en ratas hipertensas espontaneas
gue en ratas control (Assaly et al., 2019; Walton et al., 2021).

De igual forma, la presion intracavernosa en el modelo de obesidad
genéticalresistencia a la insulina ha resultado ser significativamente mas baja que en
ratas control. Ademas, también se han visto reducidos los valores del contenido en
endotelio y musculo liso del modelo de obesidad genética respecto a las ratas control
(Ruan et al., 2018; Walton et al., 2021).

Las complicaciones vasculares diabéticas se encuentran asociadas con un
remodelado de la pared vascular en la circulacion retinal, renal y mesentérica (Homme
et al., 2018; Souza-Smith et al., 2011; Spinetti et al., 2008; Villalba et al., 2009). En el
trabajo realizado por Villalba y colaboradores (2009) en el modelo de obesidad genética
en ratas se observan cambios estructurales en la morfologia de las arterias peneanas
gue pueden explicar la DE reportada en este modelo (Kovanecz et al., 2006; Wingard et
al.,2007).

En el modelo de obesidad genética la disfuncion veno-oclusiva se encuentra
asociada con una fibrosis del tejido eréctil y una disminucion del contenido de musculo
liso (Kovanecz et al., 2006). En ratones diabéticos se ha demostrado que existen
alteraciones en la matriz del cuerpo cavernoso que consisten en una desregularizacion
del contenido de colageno y elastina asociada a un mecanismo de veno-oclusién

alterado y unas respuestas eréctiles reducidas (Luttrell et al., 2008).

Se ha descrito que las alteraciones metabdlicas como la hiperglicemia o la

hiperinsulinemia participan en la génesis de anormalidades estructurales observadas en
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la diabetes mellitus. La insulina promueve el crecimiento vascular, y se ha demostrado
gue existe una correlacion entre la insulina plasmética y el radio entre la capa media y
el lumen de arterias de menor tamafio (Rizzoni et al., 2001; Villalba et al., 2009). La
produccion exacerbada de factores vasoactivos como la endotelina-1 puede contribuir al
remodelado vascular de las arterias de animales diabéticos (Harris et al., 2005; Villalba
et al., 2009). Por tanto, el remodelado de los tejidos peneanos tanto arterial como del
cuerpo cavernoso se correlaciona con una DE en el sindrome metabdlico y la diabetes
tipo 2 (Kovanecz et al., 2006; Luttrell et al., 2008; Villalba et al., 2009).

1.2. ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organulo compuesto por dos tipos de
membranas: una rugosa, formada por tdbulos, y una lisa, compuesta por laminas
membranosas. El RE se distribuye de manera amplia en el citoplasma celular,
manteniendo una conexién continua con el aparato de Golgi y las mitocondrias. Ademas,
en ocasiones puede acercarse a la membrana plasmatica y la envoltura nuclear (Bola &
Allan, 2009).

La proporcion y distribucion de las membranas rugosas y lisas varian segun el
tipo de célula. En otras palabras, las células que producen y secretan grandes
cantidades de proteinas tienen una mayor proporcion de RE rugoso. Por otra parte, se
caracterizan por una mayor composicion de RE liso aquellas células que sintetizan
esteroides, esto se debe al mantenimiento de la composicion lipidica de las membranas
que forman este comportamiento a la hora de sintetizar ceramidas, colesterol y

glicerofosfolipidos (Alberts et al., 2002).

Aungue es verdad que los lipidos se sintetizan en el citosol, el procesamiento
final tiene lugar en el RE liso (Cortés Ginez, MC et al., 2021). El RE rugoso realiza la
fabricacion de proteinas a través de las subunidades ribosomales existentes que
producen cadenas de polipéptidos en desarrollo, dando lugar a proteinas que pueden
ser transmembranales o de secrecion (Zeeshan et al., 2016). El plegamiento proteico
tiene lugar dentro del RE, donde se generan y mantienen las configuraciones
tridimensionales y cuaternarias de las proteinas, previniendo la acumulacién de cadenas
polipeptidicas mal conformadas. Esta accion tiene lugar en un entorno altamente
oxidante que facilita la creacibn de enlaces disulfuro mediante procesos de
isomerizacion y reduccion. En este contexto, la relacion entre GSH (glutation reducido)

y GSSG (glutation oxidado) oscila en un rango de 1:1 o 3:1, a diferencia del entorno
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reductor del citosol, donde la relacién varia entre 30:1 y 100:1 (Chong et al., 2017). La
creacion y reestructuracion de enlaces disulfuro se lleva a cabo gracias a la accién de
las oxidorreductasas: PDI (proteina disulfuro isomerasa) y ERO1 (oxidorreductasa 1 del

reticulo endoplasmico) (Cao & Kaufman, 2014).

El proceso de plegamiento ocurre cuando la cisteina N-terminal del motivo CXXC,
presente en los dominios a y a' del sitio activo de la PDI, acepta un par de electrones
provenientes de una de las cisteinas en el sustrato polipeptidico, reduciendola PDI y
dando lugar a la formacién del puente disulfuro en la proteina. Después, la PDI transfiere
estos electrones a ERO1, oxidandose nuevamente para generar otro puente disulfuro.
De manera simultanea, EROL transfiere el par de electrones a O, (oxigeno molecular),
formando H:O: (peroxido de hidrégeno). Con este proceso, el reticulo endoplasmico

aporta aproximadamente un 25% de los ROS generados (Gdrlach et al., 2006).

La nueva cadena polipeptidica se pliega parcialmente en el RE antes de ser
exportada al aparato de Golgi para una posterior maduracién post-transduccional con el
fin de adquirir la conformacién final (Chaudhari et al., 2014; Maamoun et al., 2019a). Sin
embargo, silas proteinas se encuentran mal plegadas o agregadas, son retenidas dentro
del RE y pasan por el sistema de descarte conocido como maquinaria de degradacion
asociada al RE (ERAD). El sistema ERAD degrada agregados proteicos y proteinas mal
plegadas con la ayuda del proteasoma, de este modo se evita que salgandel RE
causando algun tipo de dafio en el entorno celular (Ghemrawi et al., 2018; Schwarz &
Blower, 2016).

A pesar de todos estos mecanismos, las proteinas mal plegadas se pueden
acumular dentro del lumen del RE, esto ocurre cuando la demanda para plegar nuevas
proteinas supera la capacidad de plegamiento del RE, como se produce en las
alteraciones metabdlicas como la diabetes y la obesidad. Estas circunstancias conducen
a la activacion de la respuesta a las proteinas mal plegadas (UPR). El objetivo principal
de la UPR es recuperar el estado de homeostasis inicial a través de: el cese de la
transduccién proteica con el fin de prever una futura sobrecarga, el incremento de la
capacidad de plegado del RE y activar el sistema ERAD con el fin de deshacerse de las
proteinas que no se han podido reparar. En el caso de que estas acciones fallasen se
activarian entonces cascadas de sefializacion proapotéticas (Battson et al., 2017;
Ghemrawi et al., 2018; Minamino et al., 2010; Pandey et al., 2019).
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Otra importante tarea del RE es almacenar iones Ca?*. Este ion actia como un
segundo mensajero, controlando procesos de adicion y eliminacién de grupos fosfato, la
contraccion de los musculos, y procesos metabdlicos, ademas de influir en la
proliferacion, diferenciacion, movimiento y apoptosis celular. También desempefia un
papel crucial como cofactor en las chaperonas que intervienen en el plegamiento de

proteinas (Krebs et al., 2015).

El Ca?* almacenado en el RE es liberado hacia el citosol mediante una bomba de
Ca?* conocida como ATPasa de Ca?". La concentracién de Ca?" varia en diferentes
compartimentos celulares; en el RE es del orden de milimolar (mM), mientras que en el
citosol se encuentra en concentraciones de 100 a 200 nanomolar (nM), pudiendo
aumentar en este hasta 1 micromolar (uM) en respuesta a un estimulo (Cortés-Ginez et
al., 2022). Este ion se une a proteinas como la calreticulina (con una constante de
disociacion, Kd, de 10 M). Esta proteina no solo regula la concentracién de Ca?* sino
gue también previene la acumulacion de proteinas mal plegadas, gracias a su funcion
de lectina, que le permite identificarlas y dirigirlas al proteosoma para su degradacion
(Gorlach et al., 2015).

El Ca?* tiene un papel crucial no solo en el plegamiento adecuado de proteinas,
sino también es esencial para el transporte de proteinas entre el reticulo RE, el aparato
de Golgi y el citosol. Cualquier desequilibrio en su equilibrio homeostatico no solo
afectaria la formacion de proteinas funcionales, sino que también permitiria la
acumulacion de proteinas mal plegadas en los mencionados organelos (I. X. Zhang et
al., 2020).

Respuesta al plegamiento incorrecto de proteinas (UPR)

Como se ha mencionado anteriormente el buen funcionamiento del RE es
esencial para la supervivencia celular, por esta razon el RE activa la respuesta al
plegamiento incorrecto de proteinas (UPR) para restaurar su homeostasis. La UPR se
produce por un exceso en la cantidad de proteinas que han sufrido un plegamiento
incorrecto y la habilidad de subsanar estos errores de la maquinaria celular se ve
sobrepasada. Una de las causas es la sobrecarga de nutrientes en los desordenes
metabdlicos, junto con un incremento de la sintesis proteica y la deprivacion de glucosa
debido a una resistencia a la insulina (Achard & Laybutt, 2012). Esta respuesta puede
ser activada por diferentes factores como la glicosilacion alterada, una falta de
nutrientes, deplecion de calcio, estrés oxidativo o alteraciones en el metabolismo
energético de la célula (Liu et al., 2016). Se han descrito tres marcadores del estrés del

reticulo: IRE1a (proteina 1a dependiente de inositol), PERK (proteina cinasa del RNA
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unida a una cinasa del RE) y ATF6 (factor de transcripcion activador 6). En condiciones
normales estos factores se encuentran inactivos y anclados a la proteina de union a la
inmunoglobulina BiP. La UPR se desencadena cuando BiP detecta grupos sulfhidrilos o
residuos hidrofébicos libres de cadenas polipeptidicas en el lumen del RE,
produciéndose un cambio conformacional en BiP dependiente de ATP que permite que
se una a la cadena polipeptidica, dejando libre de esta forma a los sensores del estrés
mencionados anteriormente para su activacion (Cortés-Ginez MC et al., 2021).

IRE1a

Es una proteina transmembranal formada por un dominio luminal N-terminal
sensible a proteinas mal plegadas, asi como un dominio transmembranal y una region
citosdlica con actividad cinasa y RNasa. Cuando la proteina BiP se separa, IRE1a se
activa por un proceso de oligomeracion y autotransfosforilacion que activa su actividad
RNAasa iniciando el corte y empalme de XBP1 (proteina de union a la caja X), mejorando
el plegamiento, la glicosilacion y la degradacion proteica. XBP1 estimula la transcripcion
de varios genes que codifican proteinas y chaperonas que forman parte de la maquinaria
ERAD con el fin de restaurar la homeostasis del RE (Cortés-Ginez et al., 2022; Hassler
et al., 2012; Maamoun et al., 2019a). Ademas, activas secuencias especificas RIDD
(IRE1a regulado y dependiente del decaimiento del RNA) con el objetivo de disminuir la
traduccion de proteinas. Del mismo modo, induce la expresion de la MnSOD
(manganeso superdxido dismutasa), enzima antioxidante que ayuda a disminuir la

concentracion de radicales libres de oxigeno (Cortés-Ginez et al., 2022).

Cuando la UPR falla al intentar resolver esta situacion de estrés, esta misma
enzima IRE1a activa una cascada de senalizacién de apoptosis reclutando al factor
asociado al receptor de TNF-a (TRAF-2) y la cinasa-1 sefializadora de apoptosis (ASK-
1) provocando la fosforilacion y por tanto la activacion de moléculas sefalizadoras de la
inflamacién como p38 MAPK y JNK (Maamoun et al., 2019a; Ron & Hubbard, 2008). La
activacion de JNK produce su translocacion a la membrana mitocondrial y cataliza la
fosforilacion de la proteina antiapoptética Bcl-2 y la proteina proapoptética Bim con la
subsecuente inhibicion y activacion respectivamente, resultando en el inicio de la
apoptosis. La activacion de p38 MAPK fosforila y activa por tanto CHOP que altera la
expresion de los genes en favor de la apoptosis (Lei & Davis, 2003; Maamoun et al.,
2019a; Puthalakath et al., 2007).
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PERK

Se encuentra formada por una region citoplasmatica con residuos de
serina/treonina con actividad cinasa. Una vez que es disociada de su unién con BiP se
dimeriza y se autofosforila, fosforilando a su vez a elF2a (subunidad a del factor 2 de
iniciacion de la traduccién eucariota), impidiendo la traduccién del mRNA, disminuyendo
de esta forma la sintesis de proteinas y evitando la sobrecarga (Maamoun et al., 2019a).
Sin embargo, si que activa la transduccion selectiva de ATF4. ATF4 promueve la
activacion de genes necesarios para mediar la apoptosis inducida por estrés del RE tales
como TRIB3 y CCAAT/proteina homodloga a la proteina de unién a potenciadores
(CHOP). La regulacién negativa de PERK se encuentra mediada por ATF4 la cual
incrementa la transcripcion de la proteina inducible por detencién del crecimiento y dafio
en el ADN (GADD34) que conduce a la defosforilacién de PERK y a la inactivacion de la
proteina fosfatasa 1 (PP1) (Battson et al., 2017; Ghemrawi et al., 2018; Maamoun et al.,
2019a; Minamino et al.,, 2010; Pandey et al.,, 2019). Ademas, activa la respuesta
antioxidante al activar NRF2 (factor nuclear derivado de eritroide 2), lo que permite
mantener la forma reducida de la GSH, la cual mantiene activas a las peroxirredoxinas,

enzimas que controlan los niveles de peréxido (Cortés-Ginez MC et al., 2021).
ATF6

En condiciones de estrés del RE este factor se disocia de su uniéon a BiP y es
transportado en vesiculas hacia el aparato de Golgi donde es escindido secuencialmente
por SIP-1y 2 (proteasa Site-1 y 2) para luego ser traslocado al nucleo,en donde va a
regular la transcripcion de genes que codifican chaperonas como BiP y la proteina
regulada por glucosa 94 (GRP94) y enzimas que promuevan la maduracién proteica y la
degradacién de proteinas mal plegadas (Cortés-Ginez et al., 2022; Maamoun et al.,
2019a). En caso de que la respuesta UPR no sea capaz de resolver las condiciones de
estrés y el estado de estrés se prolongue esto llevaria a un proceso de apoptosis donde
ATF6 tiene un papel critico a la hora de inducir la expresion de CHOP(Bailey et al., 2007;
Bailey & O’Hare, 2007; Maamoun et al., 2019a). Al igual que IRE1a,también activa a

XBP1, mejorando el plegamiento proteico (Cortés-Ginez et al., 2022).

Hasta aqui seria lo que se conoce como primera fase de la UPR. Cuando estos
mecanismos de accion no son suficientes, se produce una reprogramacion de la
expresion génica de IRE1a, PERK y ATF6 para inducir la apoptosis, ya que IRE1a activa a
JNK, una cinasa que controla la posterior activacion de NF-kB (factor de transcripcion
nuclear kappa B), la inflamacion y la muerte celular. Mientras que, PERK y ATF6 activan

ala proteina CHOP para que codifique genes de proteinas que aumentan el plegamiento
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proteico, aunque también esté relacionada con la apoptosis, ya que el incremento en el

plegamiento de proteinas lleva a un aumento de ROS (Cortés-Ginez et al., 2022).

Proteina mal plegada

IREla ATF6
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Figura 3. El plegamiento proteico incorrecto desencadena la UPR mediante la escision de BiP
gue se une a la proteina mal plegada, esto activa los factores PERK, IRE1a y ATF6. PERK es
entonces fosforilado activando elF2a mediante fosforilacion inhibiendo la sintesis proteica y
activando a su vez a ATF4 que promueve la activacién de la proteina CHOP y Nrf2 que codifican
genes relacionados con la apoptosis y el correcto plegamiento proteico. IRE1a también se activa
mediante fosforilacion escindiendo el intrébn que une a la proteina XBP1 al mRNA activando
secuencias especificas que disminuyen la sintesis proteica. La activacién de ATF6 resulta en la
escision de este en el aparato de Golgi por las proteinas S1P y S2P haciendo que ATF6 active XBP1
con el fin de mejorar el plegamiento proteico.

1.2.1. Estrés del REy enfermedad metabdlica

La desregulacion del RE participa en la patogénesis de diversas patologias,
incluidas las enfermedades metabdlicas. En los des6rdenes metabdlicos, la respuesta
al plegamiento incorrecto de proteinas (UPR) se produce como consecuencia de la
sobrecarga de nutrientes, junto con la demanda incrementada de sintesis de proteinas
para su metabolismo y la deprivacion de glucosa debido a la resistencia a la insulina
(Achard & Laybutt, 2012; Safiedeen et al., 2016). Ademas, dependiendo de los tejidos,
la UPR es desencadenada por factores patoldgicos tales como la deprivacion de
nutrientes, la glucosilacion alterada, la deplecién de calcio, el estrés oxidativo, el dafio

al ADN vy las alteraciones energéticas (Liu et al., 2016; Safiedeen et al., 2016).
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El estrés cronico del RE acelera el flujo constante de acidos grasos libres (AGL)
gue provienen de los adipocitos hacia la circulacion y otros tejidos, lo cual eventualmente
causa dislipidemia. Este fendmeno ha sido observado en adipocitos de ratas tratadas
con inductores de estrés en el RE, como la tunicamicina, un antibiético que inhibe los
canales de Ca?, la glicosilacion de proteinas y el transporte de proteinas hacia el
aparato de Golgi (Han & Kaufman, 2016).

En experimentos realizados por Khan y colaboradores (2009a) se havisto que el
desarrollo acelerado de lesiones ateroescleréticas ocurre antes de que se establezca la
diabetes asociada a dislipidemia lo que sugiere que el estrés del RE tiene lugar en un
estado temprano de la diabetes.

Ademas, se ha demostrado que las LDLs oxidadas a través de la produccion de
ROSreflejan un estrés del RE en células endoteliales humanas (Sanson et al., 2009). La
ateroesclerosis también se ve acelerada en lesiones que sobreexpresan XBP1 en
ratones ApoE -/- (Khan et al., 2009a; Zeng et al., 2009).

En condiciones de hiperglicemia, las proteinas LDL también pueden someterse
a un proceso de glucosilacion; y la LDL glucosilada (LDL-G) se ha detectado en niveles
altos en la sangre de pacientes diabéticos (Cimellaro et al., 2016; Lyons, 1993). Estudios
en células endoteliales han descrito que la LDL-G es capaz de inducir la produccién de
ROS al activar la NADPH oxidasa, y de dafiar la funcion mitocondrial causando apoptosis
(Cimellaro et al., 2016; Xie et al., 2012). Ademas, las células endoteliales expuestas a
LDL-G in vitro se caracterizan por una mayor activacion de la UPR, como sugieren los
niveles proteicos mas altos de los mediadores del estrés del RE BiP, XBP-1 y CHOP
(Cimellaro et al., 2016; Zhao et al., 2015). Recientemente se ha demostrado que la
sobreactivacion de la respuesta de estrés del RE desencadenada por la exposicion de
células endoteliales de la vena umbilical humana a LDL-G provoca una reduccion de la
expresion de la eNOS y la producciéon de NO, predisponiendo asi a la disfunciéon
endotelial (Cimellaro et al., 2016; Mohanan Nair et al., 2016).

Cabe remarcar que el potencial aterogénico de las proteinas LDL se amplifica
aun mas cuando se someten tanto a oxidacion como a glucosilacion. Se ha demostrado
gue las células endoteliales bovinas y los anillos aédrticos de ratones incubados en
presencia de LDL oxidada y glucosilada (HOG-LDL) mostraron una respuesta
desproporcionada de estrés del RE y una actividad reducida de la ATPasa de calcio
sarcoplasmico/endoplasmico (SERCA), una enzima clave en el control de los niveles de
calcio intracelular. Se demostré que la HOG-LDL aumenta los niveles de oxidacion de la

SERCA mediante una mayor liberacién de ROS, inhibiendo su actividad y alterando
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consecuentemente la homeostasis del calcio del RE (Cimellaro et al., 2016; Dong et al.,
2010).

En conjunto, estos datos sugieren que la hiperglucemia y la hiperlipidemia
cooperan para promover la disfuncién en pacientes diabéticos, y el estrés del RE puede

ser el efector comun de su accion dafina.

Por el contrario, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen propiedades
protectoras cardiovasculares conocidas, ademas de la funcion tradicional en el
transporte inverso del colesterol. En particular, las HDL contrarrestan la oxidacion de las
LDL y otros efectos adversos, como la muerte celular endotelial y la respuesta
inflamatoria, desencadenada por citocinas y LDL oxidadas (Cimellaro et al., 2016;
Kratzer et al., 2014). Cabe destacar que cada vez hay mayor evidencia sobre estos
efectos beneficiosos a un contrapeso del estrés del RE desencadenado por las LDL
oxidadas. Las HDL inhiben las cascadas IRE-1 y PERK/ATF-6, con la consiguiente
reduccion de la expresion de las moléculas proapoptéticas CHOP y JNK, y atendan la
sefalizacién autofagica al prevenir el aumento del calcio citosélico en células

endoteliales humanas cultivadas (Cimellaro et al., 2016; Muller et al., 2011).

De forma interesante, también se ha demostrado que los lipidos dietéticos
inducen una activacion desproporcionada de las vias de estrés del RE en el endotelio
(Cimellaro et al., 2016; Wang et al., 2013). Especificamente, la exposicion de células
endoteliales adrticas humanas a lipoproteinas ricas en triglicéridos posprandiales,
purificadas de muestras de sangre de sujetos humanos después de una comida rica en
grasas, exacerba la respuesta de estrés del RE inducida por TNF-a y da como resultado
una mayor expresiéon de moléculas de adhesion endotelial. Ademas, los niveles elevados
de triglicéridos y AGL en sangre inducen una respuesta temprana de estrés del RE, con
activacion de IRE-1 y ATF-6, en células endoteliales vasculares periféricas de sujetos
sanos sometidos a infusion intravenosa de lipidos (Cimellaro et al., 2016; Tampakakis et
al., 2016). Esta observacion reciente confirma los datos obtenidos por Kaplon y
colaboradores en sujetos obesos, sugiriendo una correlaciéon entre la vasodilataciéon
mediada por flujo anormal y los niveles aumentados de marcadores de estrés del RE.
Es notable que en este estudio mas antiguo los valores del perimetro de la cintura
muestran una correlacion directa con la expresion de ARNm y proteinas de IRE1ay
ATF6 en células endoteliales vasculares periféricas (Kaplon et al., 2013). Este resultado
podria explicarse, al menos en parte, por el aumento del flujo de AGL asociado con la
obesidad abdominal aumentada, de la cual el perimetro de la cintura es un marcador
(Cimellaro et al., 2016; Kaplon et al., 2013).
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La administracion de tunicamicina provoca el estrés del RE y, como
consecuencia, dislipidemia, al activar la fosforilacion de la perilipina, una proteina
especifica de los adipocitos que recubre las gotas de lipidos en su superficie, formando
una barrera que impide la hidrolisis de los triacilglicéridos. La perilipina funciona de
manera 6ptima cuando su nivel de fosforilacion es minimo. Sin embargo, cuando al
menos tres de las seis serinas en su sitio de consenso son fosforiladas por la PKA, su
funcién se reduce, permitiendo que los triacilglicéridos sean expuestos a las lipasas para
que estos sean hidrolizados, lo que resulta en la liberacion de acidos grasos y glicerol
hacia la sangre y otros tejidos. Curiosamente los sensores de UPR activan la cinasa

PKA, que a su vez fosforila la perilipina (Ramos-Lopez et al., 2018).

El tratamiento con chaperonas como el acido tauroursodeoxicélico (TUDCA)
mejora las alteraciones metabdlicas con efectos tales como una mayor sensibilidad a la

insulina en pacientes con obesidad (Kars et al., 2010).

En las células B pancreéticas, la activacion de la UPR tiene dos finalidades
distintas. En primer lugar, promueve una respuesta adaptativa que asegura la
homeostasis y la supervivencia celular. En segundo lugar, puede inducir apoptosis y
muerte celular. Para lograr el primer objetivo, es crucial que los sensores de la UPR
funcionen correctamente. Por ejemplo, se ha observado que ATF6 contribuye a la
proliferacion de las células B en respuesta al aumento de la demanda de insulina (Li et
al., 2020). Sin embargo, una UPR alterada esta relacionada con la disfuncién y muerte
de las células B pancreaticas, asi como el procesamiento incorrecto de la proinsulina, lo
gue puede dar lugar al desarrollo de diabetes tipo 2. Un ejemplo de esto es la falta de
XBP1 en ratones, lo que compromete la funcién y supervivencia de las células B (Good&
Stoffers, 2020).

En experimentos realizados in vitro con islotes humanos cultivados en
condiciones de alta concentracion de glucosa, asi como en islotes de ratones db/db, se
ha demostrado que la demanda de insulina promueve una proliferacion descontrolada
de células B y una sintesis acelerada de insulina, lo que activa la UPR. La UPR, a su
vez, induce la activacion de la cinasa JNK, que interfiere con la sefial de la insulina. Ante
esta situacion, las células B pancreaticas aumentan la secrecion de insulina como
mecanismo de compensacion, lo que resulta en la produccion y acumulacion de insulina
con plegamiento defectuoso. Esto activa la UPR y desencadena una nueva induccion de
JNK. Todo este proceso da lugar a un circulo vicioso que refuerza la muerte de las

células By contribuye al desarrollo de diabetes tipo 2 (Rabhi et al., 2014).
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1.2.2. Estrés del REy disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial es una condicion caracterizada por el deterioro de la
funcién de las células endoteliales que recubren la superficie interna de los vasos
sanguineos. Esta disfuncion se manifiesta a través de alteraciones en la vasodilatacion
dependiente del endotelio, un aumento de la inflamacion vascular, el estrés oxidativo y
cambios en los factores derivados del endotelio, como la produccién de NO y la
expresion de endotelina-1 (ET-1). A menudo, esta asociada con factores de riesgo
cardiovascular subyacentes como la hipertension, la diabetes mellitus, la dislipidemia y
la obesidad. La disfuncién endotelial desempefia un papel fundamental en la
patogénesis de diversas enfermedades cardiovasculares, incluyendo la aterosclerosis,
la enfermedad coronaria, la hipertension y la enfermedad vascular periférica. Sirve como
un marcador critico para evaluar la salud vascular y predecir el riesgo de eventos

cardiovasculares (Maamoun et al., 2019a; Prieto et al., 2014).

La capa endotelial debido a su localizacién estratégica es una de las principales
dianas en las alteraciones metabdlicas, ya que se encuentra en contacto directo con
concentraciones elevadas de glucosa, insulina y triglicéridos en sangre (Safiedeen et al.,
2016).

Se ha demostrado que en pacientes que presentan sindrome metabdlico existe
una alteracién de la vasodilatacién mediada por NO que conduce a una disfuncion
endotelial ademéas de una resistencia a la insulina, un incremento en la expresion de
moléculas de adhesién y de moléculas proinflamatorias, asi como un incremento de la
produccion de ROS (Safiedeen et al., 2016). En modelos de ratébn ApoE-/- con
hiperglucemia inducida por estreptozotocina, la hiperglucemia favorece la
sobreexpresion de marcadores de estrés del RE endoteliales en las paredes de la aorta
antes de que se produzca cualquier cambio morfolégico en la estructura vascular u
organizacion celular. Ademas, el desarrollo acelerado de lesiones ateroscleréticas
ocurre antes del inicio de la dislipidemia asociada a la diabetes, lo que sugiere que el
estrés del RE ocurre en una etapa temprana de la diabetes (Khan et al., 2009b). Por otra
parte, las LDLs oxidadas, mediante la produccion de ROS, inducen una respuesta de

estrés del RE en las células endoteliales humanas (Sanson et al., 2009).

Experimentos realizados en ratones tratados con Angiotensina Il han demostrado
gue la UPR, especificamente las proteinas ATF4 y CHOP, se activa en la aorta y los
vasos mesentéricos. Ademas, se observa que el estrés vascular y del RE conlleva una
disminucion en la NOS y una reduccion en la capacidad de vasodilatacion endotelial
(Lenna et al., 2014; Santos et al., 2014).
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Galan y colaboradores han demostrado que el tratamiento in vivo con
tunicamicina conduce a una respuesta de estrés del RE que se asocia con disfuncién
endotelial vascular debido a la alteracion en los mecanismos de relajacion de la
acetilcolina (Galan et al., 2014). Por el contrario, la inhibicién in vivo del estrés del RE
con TUDCA no solo mejora la neovascularizacién inducida por isquemia al aumentar las
vias proangiogénicas (eNOS y sefializacion VEGFR2), sino que también normaliza los
niveles de glucosa, insulina y colesterol en ratones diabéticos, lo que sugiere que la
respuesta de estrés del RE contribuye a las complicaciones metabdlicas en la diabetes
(Amin et al., 2012). De manera coordinada, el estrés del RE, a través de la UPR, se
combina con la activacion de NF-kB y TGFB; (factor de crecimiento transformante 1), lo que

también contribuye al dafio vascular y a la disfuncién endotelial (Young, 2017).

Otro vinculo entre la UPR y el dafio vascular lo establecen las isoformas Nox2 y
4 (NADPH oxidasa 2 y 4), proteinas de sefializacioén que participan en el estrés del RE.
Esto ha sido demostrado con el tratamiento de Angiotensina Il en células de musculo
liso vascular, donde Nox4 interactia con PDI. La interaccién entre Nox4 y PDI es
esencial para ensamblar y activar a las Nox. Las Nox4-PDI, ademas de generar ROS,
alteran la homeostasis del RE, impidiendo la fosforilacion y activacion de Akt (proteina

guinasa B), lo que evita la muerte celular (Santos et al., 2014).

Utilizando un marcador fluorescente de ROS dirigido al RE, se ha comprobado
gue Nox4 produce ROS en células endoteliales en respuesta a factores estresantes del

RE, similares a los provocados por la tunicamicina (Laurindo et al., 2014).
1.2.2.1. Resistenciaalainsulina, estrés del REy disfuncién endotelial

La disminucion en la sensibilidad y los niveles circulantes de insulina afecta
profundamente la funcién endotelial y contribuye en gran medida al desarrollo y
progresion de las complicaciones micro y macrovasculares diabéticas (Maamoun et al.,
2019a; Potenza et al., 2009). Estudios realizados por Okon y colaboradores (2005)
mostraron que las arterias de pacientes diabéticos humanos tenian una reduccion del
50% en los niveles de PKB fosforilada en comparacion con los de sujetos sanos. Estos
hallazgos estuvieron acompafados por una alteracién de la vasodilatacién mediada por
el endotelio, que se correlacioné con una disminucion en la produccion de NO, asi como
una menor expresion y actividad de eNOS (Okon et al., 2005). Por otro lado, para
demostrar el efecto de la resistencia a la insulina en la funcion endotelial, Duncan y
colaboradores (Duncan et al, 2008) generaron ratones transgénicos que

sobreexpresaban un receptor de insulina mutante especifico del endotelio.
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Estos ratones presentaron una disfuncién endotelial severa y una produccion de
NO disminuida (Duncan et al., 2008; Maamoun et al., 2019a).

Ozcan y colaboradores (Ozcan et al., 2004) demostraron que los marcadores de
estrés del RE estaban elevados en ratones alimentados con una dieta alta en grasas
(HFD) y en ratones genéticamente obesos. También se ha observado que el estrés del
RE contribuye al deterioro de la vasodilatacion controlada por insulina inducida por una
dieta HFD, la cual se ve mejorada tras el tratamiento de los animales con TUDCA (Kim
et al., 2015). Ademas, se mostro que la induccion del estrés del RE origina resistencia
a la insulina al debilitar la sefial de transduccion de la insulina y prevenir la fosforilacion
de PKB (Maamoun et al., 2019a; Ozcan et al., 2004).

Se han propuesto dos mecanismos celulares principales para vincular la
respuesta al estrés del RE con la resistencia a la insulina. El primer mecanismo es a
través de la activacion de la rama IRE1a de la via de la respuesta al estrés del RE, que
conduce a la activacion de JNK. JNK activado induce la fosforilacion de serina del
sustrato del receptor de insulina (IRS-1), lo que resulta en su inhibicién y, por lo tanto,
la alteracion de la cascada de sefializacién de la insulina (Andreozzi et al., 2007,
Maamoun et al., 2019a). El segundo mecanismo es a través de la otra rama de la
respuesta al estrés del RE, la via PERK. ATF-4 activa la regulacién transcripcional al
alza de la proteina 3 similar a tribbles (TRB3), una quinasa inhibitoria de PKB, que en
ltima instancia inhibe PKB y causa la alteracion de la respuesta de sefializacion de la
insulina (Maamoun et al., 2019a; Villalobos-Labra et al., 2019). Ademas, la activacion del
estrés del RE puede contribuir a la alteracion de la sefializacion de la insulina a través
de la acumulacién de pro-insulina mal plegada y la supresion de la traduccion de
proteinas de PKB, lo que atenua la liberacién de insulina y su via de sefalizacion. Se
observo que los ratones heterocigotos que expresaban elF-2a no fosforilable (Ser51
sustituido por una alanina) desarrollaban diabetes cuando se les alimentaba con una
dieta alta en grasas y tenian una secrecion de insulina severamente alterada y un trafico
defectuoso de pro-insulina que se acumulaba dentro del lumen del RE (Scheuner et al.,
2005).

Tanto la diabetes tipo 1 como la diabetes tipo 2, a pesar de sus etiologias
diferentes, estan asociadas con un riesgo significativamente mayor de desarrollar
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares (Cimellaro et al., 2016; Konig et al.,
2013). Lo que sugiere que la hiperglucemia tiene un papel causativo directo en el dafio

vascular, y especificamente en la disfuncion endotelial (Fiorentino et al., 2013).

72



Se ha demostrado que la hiperglucemia causa disfuncién endotelial promoviendo
tanto el estrés oxidativo como el estrés del RE, y la evidencia experimental sugiere un
vinculo bidireccional entre los dos mecanismos (Cimellaro et al., 2016; Fiorentino et al.,
2013). El RE normalmente funciona bajo un ambiente oxidativo regulado que se altera
en respuesta a la hiperglucemia debido a la acumulacion de ROS que lleva al estrés del
RE (Cimellaro et al., 2016; Malhotra & Kaufman, 2007).

Por otro lado, la NADPH oxidasa, la principal fuente de ROS en las células
endoteliales, se activa al exponerse a altos niveles de glucosa y es capaz de causar
disfuncion endotelial tanto directamente, mediante el desacoplamiento de eNOS, como
indirectamente, promoviendo una respuesta amplificada al estrés del RE (Cimellaro et
al., 2016; Li et al., 2010). Ademas, la generacion de ROS inducida por la hiperglucemia
altera el equilibrio de los niveles de calcio intra-reticulo endoplasmico y citosdlico,
provocando apoptosis mediada por estrés del RE y vias de muerte celular mitocondrial
(Bishara & Ding, 2010; Cimellaro et al., 2016).

Se ha observado que el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
tirosina quinasa representa un nuevo regulador ascendente del estrés del RE en las
células endoteliales. La fosforilaciéon del EGFR conduce a la activacion de la via
PERK/elFa2/ATF-4; por el contrario, la inhibicion de la actividad quinasa del EGFR
induce una mejora de la vasodilatacién dependiente del endotelio y una reduccién de la
carga oxidativa en las arterias mesentéricas de ratones diabéticos (Cimellaro et al., 2016;
Galan et al., 2012).

1.2.2.2. Estrés oxidativo, estrés del RE y disfuncidn endotelial

El estrés del RE esta estrechamente asociado, en un circulo vicioso, con el estrés
oxidativo, un importante contribuyente a la disfuncién endotelial (Maamoun et al.,2019a,
2019b). El espacio cisternal del RE es altamente oxidante en comparacion con el
compartimento citosolico debido al alto nivel de glutation reducido (GSH) para fomentar
el establecimiento de enlaces disulfuro nativos entre las cadenas de proteinasrecién
sintetizadas (Maamoun et al., 2019a; van der Vlies et al., 2003). Cuando se produce el
plegamiento de proteinas dentro del RE, la formacién de enlaces disulfuro requiere la
oxidacion de proteinas recién traducidas bajo la accién de isomerasas. Errores en el
emparejamiento adecuado de residuos de cisteina entre cadenas de polipéptidos
generan enlaces disulfuro no nativos, lo que conduce a la acumulacién de proteinas mal
plegadas. Durante el proceso normal de plegamiento, los electrones se transfieren a

través de moléculas de cisteina en las cadenas de polipéptidos en formacion. Esta
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transferencia de electrones de las cadenas al oxigeno para formar H.Ozesta coordinada
por la accion de isomerasas especializadas, la disulfuro isomerasa (PDI) y la RE
oxidoreductasa (ERO)-1a. En condiciones de alta demanda de sintesis de proteinas,
como la obesidad y la diabetes, una formaciéon abrumadora de enlaces disulfuro no
nativos lleva a un consumo excesivo de GSH para neutralizar los ROS y proteger la
célula. La disminucién de las reservas de GSH en la célula conduce a un aumento del

estrés oxidativo (Maamoun et al., 2019b, 2019a; van der Vlies et al., 2003).

Se ha demostrado que los ROS inactivan las isomerasas del RE contribuyendo,
por lo tanto, a la acumulacion de proteinas mal plegadas y sin plegar (Maamoun et al.,
2019b; Tu & Weissman, 2004). El plegamiento de proteinas requiere ATPy, por lo tanto,
la acumulacion de proteinas mal plegadas o sin plegar estimula el uso de glucosa y
activa la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias para generar mas ATP con la

produccién subsiguiente de cantidades elevadas de ROS (Maamoun et al., 2019a).

El RE y las mitocondrias estan interconectados fisica y fisiologicamente como
organulos intracelulares. Durante la fase pro-supervivencia de la UPR, la relacion entre
el RE y las mitocondrias estimula la sintesis de ATP mediante el transporte de Ca?*
desde el RE hasta las mitocondrias a través de estructuras especificas llamadas
membranas asociadas a las mitocondrias (MAMs). Bajo condiciones de estrés del RE,
se ha demostrado que la mayor demanda de energia controla la composicién y funciones
de las MAMs (Carreras-Sureda et al., 2018; Maamoun et al., 2019a). Se ha observado
que las células deficientes en PERK tenian menos MAMs y estaban asociadas con un
transporte perturbado de Ca?* desde el RE hasta las mitocondrias y una menor
susceptibilidad a la apoptosis mediada por ROS (Kirkman et al., 2021). Trasla
acumulacién de proteinas mal plegadas dentro del lumen del RE, grandes cantidadesde
Ca?* se filtran hacia las mitocondrias a través de las MAMs, lo que aumenta ain mas la
produccion de ROS por la cadena de transporte de electrones mitocondrial, debido ala
capacidad del Ca?* para difundirse hacia la membrana interna de las mitocondrias y
bloquear el complejo I, lo que eventualmente causa fugas de electrones y produccion
de radicales libres (Gorlach et al., 2006; Hong et al., 2012; Maamoun et al., 2019b). El
exceso de Ca?* dentro de las mitocondrias conduce a una mayor produccién de ROS,
contribuyendo, por lo tanto, a la disfunciéon endotelial (Dong et al., 2017; Maamoun et al.,
2019b). La pérdida de homeostasis de Ca?* en el RE puede, a su vez, estimular mas
estrés del RE y estrés oxidativo, en un circulo vicioso, manteniendo, por lo tanto, la

disfuncién endotelial (Maamoun et al., 2019b, 2019a).
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Se ha demostrado que las estrategias para aliviar el estrés oxidativo mejoran el
estrés del RE y la disfuncion endotelial in vitro e in vivo. como la administracion de
guercetina, un compuesto polifendlico antioxidante natural, a ratas diabéticas inyectadas

con STZ (Maamoun et al., 2019a; Suganya et al., 2018).

1.2.2.3. Inflamacion, estrés del RE y disfuncidén endotelial

En la pared vascular, la inflamacion induce cambios en la permeabilidad que
facilitan el movimiento de células inmunitarias hacia los tejidos, donde pueden llevar a
cabo su accién en respuesta a diversas lesiones. Si los estimulos inflamatorios
persisten, las células endoteliales experimentan filtraciones morfolégicas e
impedimentos funcionales, ademas de liberar méas citoquinas proinflamatorias que
alimentan este ciclo vicioso. Todos estos mecanismos predisponen a la iniciacion y

progresion de la aterosclerosis (Cimellaro et al., 2016; Tabas et al., 2015).

Cuando la respuesta UPR es incapaz de hacer frente a la sobrecarga proteica
dentro del lumen, las vias de la apoptosis tanto intrinseca como extrinseca son
estimuladas (Maamoun et al., 2019b). Se activan entonces a través del estrés del RE
varios mecanismos involucrados en la muerte celular: 1) La induccion del factor de
transcripcion proapoptético CHOP a partir de la via PERK/elF-2aq; Il) El factor IRE1a
activa TRAF2 que a su vez activa estimula la cascada de sefializacion ASK-1/INK vy III)
Bax y Bcl2 provocan la deplecién de calcio de los almacenes del RE. De todos ellos
CHOP se ha identificado como el mayor mediador de la apoptosis en condiciones de

estrés del RE (Maamoun et al., 2019a; Oyadomari et al., 2002).

Entre las diferentes funciones de CHOP se encuentra la de activar los siguientes
factores proapoptéticos: el dominio de muerte por arresto del crecimiento 34 (GADD34),
DR5 (Receptor TRAIL-2, un receptor de muerte celular que activa caspasas), y ERO-
1a, que hiperoxida el RE, exacerbando asi la condicion de estrés a un estado irresoluble
que promueve la muerte celular. ERO-1q, al activar el receptor de inositol trifosfato
(IPsR), puede causar un exceso de transporte de Ca?* desde las reservas de RE hacia
el espacio mitocondrial, lo que puede resultar en apoptosis (G. Li et al., 2009; Maamoun
et al.,, 2019a). La activacién de la fosfatasa GADD34 por CHOP va a provocar la
desfosforilacion de elF-2a, lo que conlleva a la reactivacion del proceso de traduccion de
proteinas (Maamoun et al., 2019a; Novoa et al., 2001). La reactivacion de la traduccion
de proteinas contribuira, por lo tanto, a la acumulacion adicional de proteinas mal
plegadas y desplegadas dentro del lumen del RE, al tiempo que permite selectiva y
especificamente la traduccién de ARNm que codifican moléculas proapoptéticas.
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CHOP, también es capaz de inducir la muerte celular mediante la inhibicion directa de la
molécula antiapoptotica Bcl-2 (Maamoun et al., 2019a; McCullough et al., 2001), y la
sobreexpresion de la molécula proapoptética Bim (Maamoun et al., 2019a; Puthalakath
et al., 2007), permitiendo asi la liberacion mitocondrial de citocromo ¢ en el citoplasma,
desencadenando, por lo tanto, una cascada de reaccién apoptética intrinseca. Otros
mecanismos apoptoticos activados por estrés del RE pueden incluir la funcién quinasa
intrinseca de IRE1a, que puede fosforilar y, por lo tanto, activar ASK-1, p38 MAPK y
JNK; p38 MAPK también puede activar CHOP mediante la fosforilacion de su dominio
de transactivacion (Maamoun et al., 2019b; Wang & Ron, 1996). Ademas, tanto p38
MAPK como JNK son conocidos por fosforilar y, por lo tanto, activar Bim e inhibir Bcl-2

promoviendo la apoptosis (Kim et al., 2006; Maamoun et al., 2019a).

Asi como se ha observado la importancia de CHOP en el proceso de apotosis,
de los tres efectores de la UPR, IRE1a parece ser el que mayor predominancia presenta
de los tres en la regulacion de las sefales proinflamatorias (Maamoun et al., 2019a).
Esto se debe principalmente a la activacion de factores de transcripcion como NF-kB yel
activador de la proteina-1 (AP-1) (Maamoun et al., 2019a; Verfaillie et al., 2013). NF- kB
es un mediador central de las sefiales proinflamatorias y puede ser activado por lastres
ramas de la UPR a través de diferentes rutas. Pero solamente IRE1a es capaz deactivar
AP-1, factor de transcripcion que participa en la regulacion de los genes de la respuesta
inflamatoria, a través de la via TRAF2/JNK. Los genes que son transcripcionalmente
regulados por AP-1 incluyen: TNF-a, KGF (el factor de crecimiento de queratinocitos), IL-
8y algunos receptores de citoquinas (Angel et al., 2001; Maamounet al., 2019a). Ademas,
la UPR puede activar unarespuestainflamatoria conocida como respuesta de fase aguda
(APR) que depende de un equilibrio entre la sefalizacion intercelular paracrina y/o
autocrina, que comprende la respuesta inflamatoria temprana y las reacciones que le
siguen inmediatamente (Baumann & Gauldie, 1994; Maamoun et al., 2019a; Verfaillie et
al., 2013). En la mayoria de las células es ATF-6 el que se encarga de activar la cascada
de sefializacion que desemboca en APR (Maamoun et al., 2019a; Zhang & Kaufman,
2008).

En los dltimos afos, el RE ha ganado relevancia como un mediador clave de la
inflamacién subyacente a las enfermedades cardiovasculares (Cimellaro et al., 2016;
Hotamisligil, 2010a, 2010b).

Se ha demostrado que la activacion del receptor de tipo Toll (TLR), un efector de
la inmunidad innata, puede estimular a IRE-1 y este a su vez a XBP-1, que es crucial

para la produccion de citoquinas proinflamatorias en células endoteliales (Gargalovic et
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al., 2006a). XBP-1 también es importante para la diferenciacion de linfocitos B, un paso
critico para iniciar la respuesta inflamatoria en la pared vascular (Cimellaro et al., 2016;
Iwakoshi et al., 2003). Ademés, diversos estudios han demostrado que los TLRs,
especialmente la isoforma 4, median la activacion del estrés del RE inducido por &cidos
grasos saturados, dificultando la respuesta vasodilatadora a la insulina en células
endoteliales aorticas humanas (Cimellaro et al., 2016; Kim et al., 2015).

El estrés cronico del RE conduce a una acumulacion téxica de ROS dentro de
las células, causada por la regulacion al alza de enzimas involucradas en la formacion
de enlaces disulfuro. Estas enzimas suelen facilitar reacciones redox en el lumen del
RE, pero su funcién se ve afectada durante el estrés del RE. La acumulacion
subsiguiente de ROS desencadena un programa apoptético mediado por PERK, que
implica al Nfr2, con el objetivo de neutralizar especies toxicas (Cimellaro et al., 2016;
Cullinan & Diehl, 2006; Haynes et al., 2004).

Ademés de sus efectos inmediatos sobre la funcion vascular, la inflamacion
inducida por estrés del RE también ha sido implicada en el desarrollo de lesiones
ateroscleréticas. La carga de macréfagos con colesterol libre en las membranas del RE
de las células endoteliales activa las vias JNK y NFkB a través de PERK e IRE1aq,

haciendo que la lesion sea vulnerable a la ruptura (Cimellaro et al., 2016; Li et al., 2005).

A nivel celular el tratamiento con tunicamicina en células humanas endoteliales
de aorta induce una secrecion de las citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, la
proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) y la quimiocina CXC motivo ligando 3
(CXCL3) los cuales juega un papel clave durante la aterogénesis (Gargalovic et al.,
2006b).
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1.3. MITOCONDRIA Y DISFUNCION VASCULAR

La mitocondria es un organulo celular con un tamafio aproximado de 0,75-3 pm?
gue se encuentra en el citoplasma de las células eucariotas (con algunas excepciones
como los eritrocitos maduros). Su funcién principal entre otras es la de la sintesis de
energia en forma de ATP para la correcta actividad de la célula. Estd compuesta por una
membrana mitocondrial externa (MME) y una membrana mitocondrial interna (MMI)
separadas por un espacio intermembranoso entre 60-80 A. La MME tiene un grosor entre
60-70 A y es permeable a pequefias moléculas como sales, nucleétidos de adenina y
nicotinamida, azucares y coenzimas. Ademas, contiene porinas que son proteinas que
permiten el flujo de iones dentro y fuera de la célula (Rossmann et al., 2021; Xian & Liou,
2021).

A nivel de la mitocondria se localizan enzimas que participan en el proceso de
elongacién de acidos grasos como la acil CoA-sintetasa o la oxidacién de la molécula
de adrenalina mediante la monoamino oxidasa (Midzak & Papadopoulos, 2016).
También podemos encontrar enzimas que participan en los procesos de fusion/fision

mitocondriales como es el caso de las mitofusinas (Mtf 1 y Mtf2) (Gupta & Becker, 2021).

La MMI esta dispuesta formando una serie de pliegues que se conocen como
crestas mitocondriales con el objetivo de incrementar la superficie disponible para la
produccion de ATP, ya que embebidas en estos pliegues se van a encontrar las
proteinas que conforman los complejos de la cadena de transporte de electrones (ETC)
a través de la cual se produce el flujo de electrones necesario para la sintesis de ATP.
La MMI es permeable a pequefias moléculas neutras como agua, oxigeno y CO.. Sin

embargo, la permeabilidad de moléculas cargadas como protones o aniones es limitada.

El espacio que contiene la MMI se conoce como matriz mitocondrial, que es mas
viscosa y rica en proteinas, enzimas y &cidos grasos. En la matriz encontramos las
enzimas que participan en el ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), la
B-oxidacion de acidos grasos y toda la maquinaria necesaria para la sintesis de proteinas

y &cidos nucleicos.

La funcién principal de la mitocondria es suministrar energia para la actividad de
la célula y este proceso tiene lugar a través de la respiracion aerébica. La respiracion
aerodbica es el proceso por el cual a partir de una molécula de glucosa se genera una
molécula de piruvato, por medio de una serie de reacciones que conllevan la sintesis de
ATP. Una vez formada la molécula de piruvato, esta entra en la mitocondria. Y en la

matriz mitocondrial va a reaccionar con el oxalacetato produciendo acido citrico. Esta
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serie de reacciones entran dentro de lo que se conoce como el ciclo de los TCA. Los dos
productos de este ciclo son el NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido) y el FADH:
(Flavin Adenina Dinucle6tido) que van a actuar como moléculas transportadoras de
electrones (Demirel, 2002). En la ETC, NADH y FADH, son oxidados a NAD* y FAD",
mientras que las proteinas de la ETC son reducidas. Para volver a su estado basal, las
proteinas reducidas de la ETC donan los electrones al siguiente transportador de
electrones hasta llegar a la molécula de oxigeno que es el aceptor final de electrones.
Durante esta transferencia de electrones, las proteinas en el espacio intermembranoso
generan un gradiente de protones que constituye el potencial electroquimico (Demirel,
2002; Osellame et al., 2012; Sanchez-Gomez et al., 2015). Los complejos que forman la
cadena de electrones mitocondrial son los siguientes:

Complejo I: NADH-Coenzima Q oxidorreductasa (ubiquinona oxidorreductasa)

Es el punto de entrada de los electrones en la cadena respiratoria. Es la enzima
mas grande compuesta por 45 subunidades. La enzima esté formada por dos dominios
principales, un brazo hidrofilico que sobresale en la matriz mitocondrial y un brazo
hidrofébico que se encuentra embebido en la IMM. El brazo hidrofilico transfiere los
electrones desde el NADH al Coenzima Q (CoQ), a través de moléculas como el Flavin
Mononucleétido (FMN) y varios grupos Fe-S, mientras tanto el brazo hidrofébico de la
membrana es el encargado de transportar los protones generados al espacio

intermembranoso (Protasoni et al., 2020; Zhao et al., 2019).
Complejo ll: Succinato-Coenzima Q oxidorreductasa

Esta compuesto por 4 subunidades. Las subunidades hidrofilicas mas largas,
SDHA y SDHB, se encuentran orientadas hacia la matriz y contienen los grupos redox
activos FADH; y tres grupos Fe-S. Las subunidades mas pequefias SDHC y SHD se
encuentran ancladas a la membrana y contienen dos sitios de unién al CoQ. Participa
tanto en la ETC como en el TCA, oxidando una molécula de succinato en fumarato

transfiriendo los electrones al CoQ (Protasoni et al., 2020; Zhao et al., 2019).
Complejo llI: Citocromo bcl oxidorreductasa

Acepta los electrones que provienen del CoQ reducido del complejo Il, y los dona
uno por uno, al citocromo c. Este proceso tiene lugar mediante una serie de subunidades
cataliticas como son el citocromo b, que contiene dos sitios de unién al CoQ y dos grupos
hemo b, UQCRFS1 (la proteina Fe-S de Rieske) y CYCL1, que contiene un grupo hemo ¢

como grupo prostético. (Protasoni et al., 2020; Zhao et al., 2019).
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Complejo IV: Citocromo c oxidasa

Transfiere los electrones desde el citocromo ¢ hasta el aceptor final de la ETC, el
O, ~para generar H, O. Esta formado por 13 subunidades diferentes que contiene cuatro
grupos redox activos, los cuales son: Cua, un grupo hemo a (Fe,) y un centro binuclear
compuesto del grupo hemo as (Feas) y Cug. La subunidad | contiene tres de |os cuatro
cofactores, el grupo hemo ay el centro binuclear, los cuales transfieren los electrones
desde el grupo hemo al O,. Las subunidades Il y Ill, se encuentran localizadas a ambos
lados de la subunidad, de tal forma que quedan los dos Cua del complejo 1l orientados
hacia el espacio intermembranoso. La subunidad lll estabiliza las otras dos y participa
en la translocacion de protones al espacio intermembranoso (Protasoni et al., 2020; Zhao
et al., 2019).

El citocromo ¢ al igual que la coenzima Q, funciona como un transportador de
electrones movil, capaz de desplazarse por la MMI, ya que se encuentra unido a ella
mediante interacciones electrostaticas. Una vez es reducido el citocromo c, este se
desplaza e interacciona con la subunidad Il del complejo IV mediante interacciones
electrostaticas, y transmite los electrones al grupo Cua, y de aqui los electrones seran
transferidos del grupo hemo al centro binuclear de la subunidad I, donde el O es
reducido a H>O. En total son transferidos 4 electrones y translocados 8 protones, de los
cuales la mitad seran utilizados para formar dos moléculas de agua (Protasoni et al.,
2020; Zhao et al., 2019).

Complejo V: F1-Fo ATP sintetasa

Se encuentra constituido por dos dominios funcionales Foy Fi. El dominio Fo se
localiza en la MMI. Este dominio esta formado por una subunidad c¢ en anillo, que incluye
las subunidades a,b,d, F6 y la proteina sensible a oligomicina (OSCP), asi como las
subunidades accesorias e,f,g y A6L. Las subunidades b,d, F6 y OSCP forman el tallo
periférico. El dominio F; esta situado en la matriz mitocondrial y consiste en las siguientes
subunidades solubles: 3 subunidades ¢, 3 §, y una subunidad y,3¢ (una de cada). Las 3
subunidades a y las 3 B constituyen el centro catalitico del dominio F1, y las subunidades
1,0¢ forman el tallo central que conecta F1 con la subunidad ¢ en anillo de Fo (Protasoni et al.,
2020; Zhao et al., 2019).

Es en este complejo donde los protones que han sido translocados en los pasos
previos hacia el espacio intermembranoso vuelven a la matriz mitocondrial a través de
Fo, que transfiere la energia almacenada originada por el gradiente electroquimico de

protones a F1, provocando un cambio conformacional en la F1Fo ATP sintasa de forma
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gue el ADP pueda ser fosforilado para formar la molécula de ATP (Protasoni et al., 2020;
Zhao et al., 2019).

eNOS
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Figura 4. Cadena de electrones mitocondrial y formacién de ROS. Los complejos de la cadena
respiratoria I-IV generan el gradiente de protones sobre la membrana interna mitocondrial que
impulsa la generacién de ATP por la ATP sintasa (complejo V). Los electrones (e-) de NADH y
FADH2 pasan a través del complejo | y del complejo Il, respectivamente, y luego al complejo Ill
a través de la coenzima ubiquinol (CoQ). El citocromo c transfiere electrones del complejo 11l al
complejo 1V, que reduce el Oz para formar H20. El flujo de electrones estd acompafiado por la
transferencia de H* a través de la IMM en los complejos |, lll y IV, creando un gradiente
electroquimico, Aym. Los protones reingresan a la matriz mitocondrial a través del complejo V,
gue utiliza la fuerza motriz de protones para generar ATP. Las UCPs y los mitoKatp permiten que
los protones regresen a la matriz, reduciendo la formacion de ROS. El complejo | filtra electrones
para generar Oz~ hacia la matriz, mientras que el complejo lll genera Oz tanto hacia la matriz
como hacia el espacio intermembranoso (IMS). El superdxido es dismutado a H202 por CuZnSOD
en IMS y por MnSOD en la matriz. El H202 se reduce a Hz20 por la glutation peroxidasa(GPX)
utilizando GSH, y la glutation oxidada resultante (GSSG) se reduce nuevamente a GSH por la
glutation reductasa. Oz~ puede interactuar con NO para formar ONOO-, que puede cooperar con
Oz para desacoplar la eNOS y amplificar la produccién de ROS. Tomado de Tang et al., 2014.

1.3.1. Mitocondriay funcion vascular

Tradicionalmente la mitocondria es reconocida como el organulo encargado de
producir ATP para abastecer las demandas energéticas de la célula. En aquellas células
gue dependen mayormente de la fosforilacion oxidativa tales como las fibras de musculo
esquelético o cardiomiocitos para atender sus necesidades energéticas, las

mitocondrias componen el 15 y hasta un 35% del volumen celular (Hom & Sheu, 2009;
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Kirkman et al., 2021; Larsen et al., 2012). En comparacion, las células endoteliales
dependen principalmente de la glucdlisis anaerdbica para el aporte de ATP y la
mitocondria compone el 5% del volumen citoplasmico de las células vasculares en la
mayoria de los lechos vasculares (Culic et al., 1997; Kirkman et al., 2021; Oldendorf et
al., 1977). Por ello, hasta hace relativamente poco tiempo el papel de las mitocondrias
en estas células se habia pasado por alto. Sin embargo, ahora se sabe que juegan un
papel clave en la sefalizacion celular sobre todo por su capacidad de generar ROS y su
papel en la homeostasis del calcio (Kirkman et al., 2021; Quintero et al., 2006).

La localizacion de la mitocondria dentro de las células varia segun la sefializacion
requerida y su respectivo lecho vascular. Por ejemplo, en las células endoteliales de las
arterias pulmonares donde es necesaria la deteccion de O, las mitocondrias se localizan
alrededor del nacleo lo que permite la regulacion transcripcional inducida por la hipoxia
(Al-Mehdi et al., 2012; Kirkman et al., 2021). Por otra parte, en las arterias coronarias,
las mitocondrias endoteliales se encuentran ancladas (Kirkman et al., 2021;Park et al.,
2014) al citoesqueleto con el fin de iniciar la sefializacién dilatadora en respuesta al

estimulo mecanico del shear stress (Liu et al., 2008).

En las células musculares lisas, el nimero de mitocondrias es también reducido
en comparacion con el contenido en musculo esquelético y cardiomiocitos, aunque no
tanto como en las células endoteliales vasculares (Kirkman et al., 2021; Park et al.,
2014). La produccidon energética en estas células es requerida para el control del tono
miogénico, el transporte celular y las funciones secretoras que participan en el
mantenimiento de la integridad estructural de la pared vascular (Chiong et al., 2014;
Kirkman et al., 2021; Ungvari et al., 2008). En comparacion con los cardiomiocitos y las
fibras esqueléticas, las células musculares lisas tienen incrementada la fuga de protones
durante la respiracion aerébica (Kirkman et al., 2021; Park et al., 2014). Normalmente,
un incremento en la fuga de protones durante la respiraciébn anaerébica se encuentra
asociada con un incremento de la producciéon de ROS (Kirkman et al., 2021; Park et al.,
2014), esto es indicativo de funciones de sefalizacion celular de las mitocondrias
mediadas por ROS. En las células musculares lisas las mitocondrias se encuentran
inmoviles y localizadas cerca del reticulo endoplasmico (Dai et al., 2005; Kirkman et al.,
2021) lo que permite el acoplamiento mitocondria - RE necesario para la homeostasis
del Ca?".

La calidad, contenido y morfologia mitocondrial se encuentran regulados y
coordinados por procesos de control de calidad mitocondrial incluyendo la biogénesis

mitocondrial, la fision o fusiébn mitocondrial y la mitofagia. Un desequilibrio en estos
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procesos debido al incremento de la edad, enfermedades relacionadas inician procesos
de senescencia y apoptosis (Kirkman et al., 2021; Kluge et al., 2013).

Procesos mitocondriales como la despolarizacion o la liberacién de ROS inician
una serie de mecanismos que protegen el endotelio y las neuronas del dafio letal que
provocan eventos como el estrés celular, asi como son capaces de promover cambios
en el tono vascular cerebral (Busija et al., 2016). La despolarizacion mitocondrial en el
musculo liso vascular a través de la activacion farmacolégica de los canales mitoKarp
conduce a la vasodilatacion a través de la generacion de corrientes sparks de calcio
desde el RE y sus consecuentes mecanismos de sefializacion. Las relajaciones del
musculo liso también se pueden alcanzar de forma indirecta a través de las acciones del
NO y otros agentes vasoactivos producidos por el endotelio y los nervios perivasculares
seguidos de la activacion mitocondrial. Lo que sugiere una conexion entre ratio
metabdlico y el flujo sanguineo (Busija et al., 2016). Jaggar y colaboradores (Cheranov
& Jaggar, 2004; Xi et al., 2005a) fueron los primeros en demostrar como la
despolarizacion mitocondrial a través del diazoxido (Dzx) promueve la relajacion de
células de musculo liso vascular en arterias cerebrales sin endotelio. El tratamiento con
Dzx incrementaba la produccion de ROS en la mitocondria, que secuencialmente
provocaba la activacion de los canales de rianodina del RE y por tanto la generacion de
corrientes sparks de calcio que produce la apertura de los canales BKc, adyacentes que
conlleva la salida de K* de la célula lo que conduce a una hiperpolarizacién y disminucién
de las concentraciones intracelulares de calcio, y por tanto la relajacion del musculo liso

vascular (Busija et al., 2016).

En experimentos realizados por Katakam y colaboradores (2014) se han descrito
mecanismos similares a los del Dzx con el compuesto BMS191095 en arterias
cerebrales, pero sin la participacién de los ROS. La despolarizacion mitocondrial de
BMS191095 incrementa la actividad de las corrientes sparks de calcio en el VSM, la
apertura de los canales BKca adyacentes y la relajacion de las arterias cerebrales sin
endotelio, asi como en aquellas que si presentaron endotelio. La razén por la razén por

la cual el BMS consigue este efecto no esta del todo clara. (Busija et al., 2016).

1.3.1.1. Bioenergética mitocondrial y especies reactivas de oxigeno (ROS)
mitocondriales

La mitocondria es el organulo celular que més oxigeno consume, asi como el que
mayor cantidad de ATP genera (Busija et al., 2016; McBride et al., 2006; Rutkai et al.,

2014). La tasa de consumo méaximo de oxigeno mitocondrial se correlaciona
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positivamente con la masa proteica mitocondrial, aunque esta relacion puede variar en

funcion del tamafio y del estatus de la mitocondria. A su vez, se ha visto el flujo
sanguineo cerebral se encuentra directamente relacionado con el consumo de oxigeno
(Armstead et al., 1992; Busija et al., 2016, 1988; Busija & Leffler, 1987).

Ademas de la produccion de ATP, las mitocondrias son productores constantes
de ROS a través de la ETC (Armstead et al., 1992; Busija et al., 1988; Busija & Leffler,
1987). En células sanas estos ROS participan en mecanismos de sefializacién que
contribuyen al mantenimiento de las funciones celulares basales. Por ejemplo, el anion
superdxido se produce en los complejos respiratorios en la matriz mitocondrial y es
capaz de salir de ella (Busija et al., 2016; Han et al., 2003, 2001; Lu et al., 2008) tras una
conversién enzimatica por la MnSOD a H2O: y por los canales tipo acuaporina en la MMI
(Bienert et al., 2007; Busija et al., 2016; Calamita et al., 2005; Lustgarten et al., 2012).
La MnSOD, la cual tiene una alta capacidad para convertir el anién superéxido en H202
y agua, por lo que este anién es rapidamente eliminado en cuanto se forma enla matriz
(Busija et al., 2016). ElI H20. en el espacio intermembranoso, o el anién superdxido
directamente liberado al espacio intermembranoso por el complejo Il en ciertas
condiciones, puede atravesar la MME a través de los canales VDACSs vy llegar al citosol
(Brown et al., 2007; Busija et al., 2016; Han et al., 2003; Muller et al., 2004).

Cuando el shear stress tiene lugar, se produce también una distorsion fisica entre
las dos membranas mitocondriales en las células endoteliales de la pared vascular que
conlleva el aumento de la produccion y la liberacion de ROS por las mitocondrias, lo que
en el caso de las arterias coronarias provoca la dilataciéon a través de un mecanismo
basado en el H;O, (Busija et al.,, 2016; Widlansky & Gutterman, 201l1a; Zhang &
Gutterman, 2007). Hallazgos recientes sefialan que las protein cinasas en el espacio
intermembranoso son dianas de los ROS generados en la mitocondria y estas pueden
iniciar un mecanismo de sefalizacion en la mitocondria e incluso a su vez en el citosol
(Busija & Leffler, 1987; Patterson et al., 2015).

Aunqgue la liberacién continua de ROS desde la mitocondria parece tener un papel
fundamental en el mantenimiento de las funciones celulares, niveles elevados y
transitorios de ROS pueden promover la sintesis de determinadas proteinas, asi como
cambios en el tono vascular. Sin embargo, estos incrementos de ROS de forma crénica
pueden conducir a una disfuncién celular. En el caso de las células endoteliales esto
lleva a una disminucion de la biodisponibilidad del NO (Kirkman et al., 2021; Kluge et al.,
2013; Quintero et al., 2006) a través de mecanismos que incluyen la reaccién de O>" con
NO para formar ONOO" (Li & Shah, 2003, 2002) que ademas de contribuir al estrés
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oxidativo es capaz de desacoplar ala eNOS (Cassuto et al., 2014; Kirkman et al., 2021),

ya que el O2" es capaz de oxidar a la tetrahidrobiopterina (BH.) un cofactor esencial para
el correcto funcionamiento de la eNOS a BHo, lo que conlleva al desacoplamiento de la
enzima produciendo mas Oz". (Kirkman et al., 2021; Schulz et al., 2008). Por otra parte,
en el sindrome metabdlico, existe un incremento crénico de la produccion de ROS que
altera la funcién vascular regulada por los canales de mitoKarp mitocondriales (Bariet al.,
1997, 1996; Busija et al., 2016; Erdds et al., 2006, 2004a, 2004b; Katakam et al., 2007).
Asimismo, se ha visto que los ROS mitocondriales promueven un exceso de inflamacion
gue también contribuye a la disfuncion endotelial y al estrechamiento de los vasos
arteriales (Della Corte et al., 2016; Kirkman et al.,, 2021; Mozos et al., 2017; Park&
Lakatta, 2012). Ademas, se ha comprobado que el tratamiento con antioxidantes
mitocondriales mejora la funcion vascular en ensayos preclinicos (Dikalov et al., 2014,
Gioscia-Ryan et al., 2014; Kirkman et al., 2021), asi como en ensayos con pacientes
(Kirkman et al., 2021, 2018; Kizhakekuttu et al., 2012; S. H. Park et al., 2020; S.-Y. Park
et al., 2020; Rossman et al., 2018).

Estudios recientes han sefialado que la produccion mitocondrial de ROS puede
promover la produccion de ROS a nivel extramitocondrial por el sistema NADPH
oxidasa, o viceversa, en un feedback positivo (Busija et al., 2016; Chalmers et al., 2015;
Dikalov et al., 2014; Fukai & Ushio-Fukai, 2020; Sheldon & San Martin, 2015; Springo
et al., 2015). Por tanto, el didlogo entre la mitocondria y la NADPH oxidasa citosdlica
conduce al dafio celular debido a una excesiva produccién de ROS por un mecanismo
de ROS inducido por ROS. Las mitocondrias localizadas cerca de la superficie de
membrana plasmatica parecen mediar este tipo de respuesta (Chaplin et al., 2015). El
mejor ejemplo en el que se da este tipo de interacciones ocurre en la exposicién de
células tanto vasculares como no vasculares a la angiotensina Il (Busija et al., 2016;
Chalmers et al., 2015; Chaplin et al., 2015; Dikalov et al., 2014; Dikalov & Ungvari, 2013;
Fukai & Ushio-Fukai, 2020; Sheldon & San Martin, 2015) que es capaz de incrementar
los niveles mitocondriales de H.O. y al utilizar el inhibidor inespecifico de la Nox,
apocinina, estos niveles disminuyeron significativamente. Ademas, el silenciamiento de
la subunidad p22°"* de la Nox con RNA pequefio de interferencia inhibe también la
produccion de ROS mitocondriales ocasionados por la angiotensina Il, lo que indica un
papel relevante de la Nox a la hora de producir ROS mitocondriales (Doughan et al.,
2008; Kirkman et al., 2021). Ademas, la angiotensina Il no tiene ningun efecto en
mitocondrias aisladas sobre la produccion de ROS (Dikalov et al., 2014; Kirkman et al.,
2021).
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El incremento de radicales libres como el ONOO"™ es capaz de inactivar el
antioxidante mitocondrial SOD (sobre todo SOD2) a través de un proceso de
nitrosilacion, esta reaccibn es muy comudn en procesos relacionados con el
envejecimiento (Kirkman et al., 2021; van der Loo et al., 2000) La hipertension puede
provocar un incremento en el estrés mediado por la produccion de ROS mitocondriales
en la vasculatura cerebral (Busija et al., 2016; Dikalov & Ungvari, 2013). La edad es un
factor clave que puede exacerbar la presion arterial en la vasculatura cerebral por
mecanismos dependientes de ROS mitocondriales (Busija et al., 2016; Dai et al., 2012;
Springo et al., 2015).

1.3.1.2. Potencial de membrana mitocondrial, despolarizacién de lamitocondriay

canales de potasio mitocondriales (mitoKatp)

Tanto la hiperpolarizacion como la despolarizacibn mitocondrial han sido
asociadas con la produccion de ROS, aunque probablemente esto dependa de los
agentes farmacoldgicos y los substratos usados, asi como del ambiente redox en la
mitocondria (Daiber, 2010; Dikalov et al., 2014; Doughan et al., 2008; Katakam et al.,
2013; Kirkman et al., 2021; Kizhakekuttu et al., 2012). Por ejemplo, como se ha
mencionado anteriormente, tanto el BMS191095 como el Dzx, abridores de canales
mitoKare, son capaces de disminuir el potencial de membrana mitocondrial en la
vasculatura cerebral (Katakam et al.,, 2013; Kirkman et al., 2021). Sin embargo,
solamente el Dzx y no el BMS191095 es capaz de incrementar la produccion de ROS

en la mitocondria (Katakam et al., 2013; Kirkman et al., 2021).

El tratamiento con 5-hidroxidecanoato (5-HD) bloqueante especifico de los
canales mitoKate ¥ con el blogueante de canales mitoKare glibenclamida evita la
despolarizacion mitocondrial causada por la angiotensina Il y la consecuente produccion
de ROS mitocondriales (Doughan et al., 2008; Kirkman et al., 2021). Se cree, por tanto,
gue los ROS citoplasmaticos son capaces de activar los canales mitoKare y despolarizar
la mitocondria, lo que resulta en la liberacion de ROS mitocondriales por los complejos
respiratorios o a través de la formacién mPTP (poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial). La liberacién de ROS mitocondriales activa a su vez a la Nox a través de
la proteina cinasa C, lo que conduce a un incremento de la produccion de O2"y una
reduccion de la biodisponibilidad de NO (Kirkman et al., 2021).
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Canales de potasio mitocondriales sensibles a ATP (mitoKarp) _

Los canales Karp actian como sensores del metabolismo celular. En la
membrana plasmética se encuentran ligados a la excitabilidad celular y a la
disponibilidad energética. A su vez, existen canales mediadores de las corrientes de
potasio sensibles a ATP a nivel mitocondrial (mitoKarp) que actian regulando el volumen
y funcion de la mitocondria. Descritos por primera vez en cardiomiocitos en 1983 (Noma,
1983) e identificados también por primera vez en 1991 en mitocondrias de higado de
rata (Inoue et al., 1991), en las que se describié un canal selectivo para iones K* que era
bloqueado por ATP con un ICsp de 800 pM.

La apertura de estos canales permite la entrada de potasio desde el espacio
intermembrana a la matriz mitocondrial, provocando la despolarizacion mitocondrial. Se
ha demostrado en neuronas corticales primarias aisladas de rata, que la despolarizacion
mitocondrial favorece la activacion de la enzima NOS y en consecuencia la produccion
de NO (Katakam et al., 2016) Cuando el potasio entra en la mitocondria es acompafiado
de forma osmética por agua que resulta en el incremento de volumen de este organulo
(Garlid & Paucek, 2001).

Los canales mitoKare se encuentran inhibidos por ATP en una forma dependiente
de Mg?* (Bednarczyk et al., 2005; Paucek et al., 1992; Pereira & Kowaltowski, 2021a).
Presentan muchas caracteristicas similares a los canales Karp de la membrana
plasmatica incluyendo la inhibicion por sulfonilureas (Paucek et al.,, 1992; Pereira &
Kowaltowski, 2021a; Szewczyk et al., 1993). Sin embargo, su regulaciéon no es idéntica,
ya gue los mitoKare (y no los plasmKare) son activados por GTP y por GDP, e inhibidos
por ADP y esteres de Acil CoA de cadena larga (Paucek et al., 1996; Pereira &
Kowaltowski, 2021a). Esto significa que mitoKarp a diferencia de plasmKarp No se
encuentran regulados directamente por el ratio ADP/ATP. Ya que la afinidad del canal
por el ATP es mucho mayor que las concentraciones celulares y que su inhibicion
también se produce por el ADP, la regulacién de este canal in vivo depende de los
niveles de guanilnucleotidos y esteres de Acil-CoA de cadena larga (Paucek et al., 1996;
Pereira & Kowaltowski, 2021a), asi como oxidantes y antioxidantes (Facundo et al.,
2007; Pereira & Kowaltowski, 2021a).

Estructuralmente, por lo que se sabe gracias a estudios de reconstruccion, el
canal mitoKare esta formado por dos subunidades. La primera es la subunidad formadora
del poro de potasio nombrada como MitoKIR, y la segunda es una subunidad que

presenta un sitio de unién a ATP asi como a moduladores farmacol6gicos como las
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sulfonilureas, esta subunidad se denomina MitoSUR (Bajgar et al., 2001; Garlid et al.,
1996; Mironova et al., 1999; Paucek et al., 1992; Pereira & Kowaltowski, 2021a). Los
genes que codifican ambas subunidades se denominan MITOK y MITOSUR,
respectivamente (Pereira & Kowaltowski, 2021a). Se ha demostrado que una
sobreexpresion de MITOK desencadena una inflamacién y posterior fragmentacion
mitocondrial, asi como una ablaciéon genética provocando la inestabilidad del potencial
de membrana, separando el espacio entre las crestas y disminuyendo la fosforilacion
oxidativa. A su vez, la pérdida de MitoKIR elimina la cardioproteccién farmacolégica
provocada por Dzx (Paggio et al., 2019). La subunidad MitoKIR esta codificada por el
gen CCDC51. Esta subunidad se encuentra localizada en la MMI con los extremos N- y
C- terminal orientados hacia la matriz. Posee dos isoformas: la isoforma 1, la cual
muestra mayor expresion en tejido humano y la isoforma 2 apenas detectable (Paggio
etal., 2019). La pérdida de MITOK aumenta la produccién de ROS. Los canales mitoKarp
modulan la adaptacion mitocondrial al stress celular a través de la regulacion del

volumen de la matriz (Paggio et al., 2019).

Las consecuencias de la activacion de canales mitoKare son diferentes a las
consecuencias que se producen tras la activacion de los canales Karp del plasmalema.
La matriz mitocondrial tiene un potencial de membrana negativo y la apertura de los
canales de potasio permite la entrada de potasio haciendo que el potencial sea menos
negativo y por tanto despolarizando la matriz mitocondrial. Al contrario que los canales
plasmKarp cuya apertura permite la salida de K* hacia el espacio extracelular haciendo
gue el potencial del citosol sea mas negativo y por tanto se produzca la hiperpolarizacién
de la célula (Busija et al., 2016; Erdos et al., 2004b; Katakam et al., 2013, 2009).

Las funciones del canal mitoKarp alin estan siendo investigadas, pero parece
estar involucrado en la homeostasis del volumen mitocondrial. Ya que la salida de K*
depende del potencial de la membrana interna y este varia con las demandas
energéticas de la célula, es necesaria una via que asegure la entrada de K* a la
mitocondria para mantener la estructura del organulo, de tal forma que se mantenga la
relacion entre la membrana interna y externa, ya que la inflamacion y contraccion de la
matriz puede interferir entre estas dos membranas. La regulacion del volumen de la
matriz también es importante para mantener la arquitectura de las crestas mitocondriales

al igual que su funcion (Bajgar et al., 2001; Facundo et al., 2005).

Los canales mitoKarp se encuentran fisioldégicamente regulados entre otros
factores por cinasas, y son activados en respuesta a agonistas de la PKC (Pereira &

Kowaltowski, 2021a; Sato et al., 1998). También se encuentran regulados por la
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actividad del complejo 1l y pueden responder a inhibidores del complejo Il como el
malonato (Pereira & Kowaltowski, 2021a; Wojtovich & Brookes, 2008).

El canal de mitoKare es altamente sensible al estado redox. Mientras que
oxidantes como los radicales superoxido, el H.O. y los S-nitrosotioles activan los
canales, reductores como la N-acetilcisteina, 2-mercaptopropionilglicina y el ditritritol
(Facundo et al., 2007; Pereira & Kowaltowski, 2021a) inhiben el canal directamente lo
gue indica que es sensible a los reductores tidlicos. EI| NADPH es también un inhibidor
de los canales mitoKarp (Carreira et al., 2005; Dos Santos et al., 2002; Pereira &
Kowaltowski, 2021a). Esta regulacion redox del canal forma a la vez parte de su funcién
como regulador de la produccién mitocondrial de ROS (Ferranti et al., 2003; Pereira &
Kowaltowski, 2021a; Queliconi et al., 2011).

Se espera que el ciclo del K* en las mitocondrias provoque una disminucién del
potencial de membrana interna a través de la acciobn combinada del K* que entra a través
del mitoKatp y sale a cambio de protones, desacoplando el transporte de electrones de
la sintesis de ATP. El desacoplamiento que provoca este ciclo es limitado debido a las
bajas tasas de transporte de K* a través del mitoKare en la mayoria de los tejidos, y
Unicamente es capaz de producir una disminucién de entre 1-2% en los potenciales de
membrana interna mitocondrial en el corazén (Kowaltowski et al., 2001; Pereira &
Kowaltowski, 2021b). Sin embargo, y a pesar de los pequefios cambios en el potencial
de membrana, incluso estos niveles bajos de desacoplamiento pueden modificar
significativamente las tasas de produccion de ROS (Pereira & Kowaltowski, 2021b).

La mitocondria produce ROS a través de diferentes maneras, y una de ellas es
la fuga de electrones a través de la ETC, la cual genera radicales superéxido y H20,
(Pereira & Kowaltowski, 2021b; Tahara et al., 2009). Altos potenciales de membrana son
necesarios para la fuga de electrones, y depende también de la actividad reversible de
los complejos mitocondriales (Kowaltowski et al., 2009; Murphy, 2009; Pereira &
Kowaltowski, 2021b; Turrens, 2003), la cual es termodinamicamente factible a altos
potenciales de membrana. De hecho, se ha demostrado que la activacion de mitoKare,
disminuye la liberacion mitocondrial de H»O- en diferentes tejidos (Carreira et al., 2005;
Pereira & Kowaltowski, 2021b). Ademas de regular la produccion de ROS, los canales
mitoKare son también sensibles a la produccion de ROS, por lo que actian como

sensores de ROS regulando su produccién (Pereira & Kowaltowski, 2021b).

Mientras que los efectos de la apertura del canal de mitoKarp son suficientes para

inducir cambios en la produccién de oxidantes mitocondriales, los pequefios cambios en
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el potencial de membrana son insuficientes para cambiar la entrada de calcio en
condiciones fisiolégicas de respiracion. Sin embargo, en condiciones en las que la
respiracion mitocondrial no esta presente y el potencial de membrana es mantenido por
la actividad reversa de la ATP sintetasa la apertura de canales mitoKare provoca que la
incorporaciéon de Ca?* por parte de la mitocondria disminuya (Kowaltowski et al., 2009;
Murphy, 2009; Turrens, 2003). Una entrada masiva de calcio puede dar lugar a su
acumulacién en la matriz mitocondrial y a la apertura del poro de transicion de membrana
(mPTP), esto provoca una disrupcion en la integridad de la membrana mitocondrial
interna que promueve la muerte celular (Menezes-Filho et al.,, 2017; Pereira &
Kowaltowski, 2021b; Wong et al., 2012). Ya que la apertura de mPTP es facilitada por la
oxidacion de proteinas tidlicas (Pereira & Kowaltowski, 2021a; Singh et al., 2011) y por
un incremento de la produccién mitocondrial de ROS (Gogvadze et al., 1996; Pereira &
Kowaltowski, 2021b), no es de extrafiar que haya evidencia que sostenga que la
activacion de los canales mitoKare puedan prevenir la apertura de mPTP (Costa et al.,
2006; Pereira & Kowaltowski, 2021b). La actividad protectora frente a la formacién y
apertura del mPTP forma parte del rol protector que juegan estos canales frente al dafio
isquémico en el corazony en otros tejidos (Garlid et al., 1997; Liu et al., 2002; Pereira &
Kowaltowski, 2021a).

Durante la isquemia, la interrupcién del flujo sanguineo adecuado conduce a una
disminucion en el abastecimiento de oxigeno que suprime la actividad de la ETC, por lo
gue la actividad motriz impulsada por los protones rapidamente desaparece. Bajo estas
condiciones, la ATP sintasa puede funcionar mediante su actividad reversa e hidrolizar
ATP, una actividad que restablece parcialmente el potencial de membrana (Classen et
al., 1989; Pereira & Kowaltowski, 2021b; Rego et al., 2001). Las concentraciones de Ca?*
citosolicas incrementan durante la isquemia (Kihara et al., 1989; Pereira & Kowaltowski,
2021b) este incremento en la fuerza de conduccion (potencial de membrana) puede
ocasionar una acumulacién de Ca?* en la mitocondria y lleva a la apertura de mPTP. Una
vez tiene lugar la reperfusion, las células cardiacas son conocidas por presentar un
incremento en la produccion de oxidantes inducido por la isquemia (da Silva et al., 2003;

Pereira & Kowaltowski, 2021b), lo cual favorece la apertura de mPTP.

Se ha propuesto la activacion de los canales mitoKare como bloqueante del dafio
isquémico manteniendo las propiedades de transporte de la membrana y previniendo la
entrada de ATP a la matriz mitocondrial (Dos Santos et al., 2002; Pereira & Kowaltowski,

2021a). Esto bloquea la hidrélisis de ATP que produce la actividad reversa de la ATP
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sintasa, con un restablecimiento transitorio del potencial de membrana que podria
prevenir la perdida de ATP y una acumulacion excesiva de Ca?" a nivel mitocondrial
(Korge et al., 2002; Pereira & Kowaltowski, 2021b). Ademéas de que los abridores de
canales mitoKarp bloquean una excesiva produccion de oxidantes en la mitocondria
previniendo el dafio isquémico en el miocardio. El activador BMS191095 ademas de
prevenir el dafio isquémico en las células cardiacas también lo hace inhibiendo la

agregacién plaquetaria (Cho et al., 2005; Pereira & Kowaltowski, 2021b).

La proteccion isquémica que otorga la apertura de canales mitoKare N0 solamente
ocurre en el corazon, también se han observado resultados en neuronas y cerebro de
rata (Pereira & Kowaltowski, 2021b; Shimizu et al., 2002) que muestran comoel Dzx
puede proteger estas células contra el dafio ocasionado por la hipoxia asociado con la
isquemia a través de la prevencion de la repolarizacion mitocondrial (Liu et al., 2002;
Pereira & Kowaltowski, 2021b).

La accion protectora de los canales mitoKare No se limita solo a la reperfusion
isquémica. De hecho, el tratamiento con Dzx también es capaz de proteger el corazén
de la hipertrofia controlando la produccién de oxidantes como se ha demostrado en
estudios realizados en roedores (Lucas et al., 2020; Pereira & Kowaltowski, 2021a) y
prevenir el dafio neuronal en modelos de la enfermedad metabdlica de acidemia
metilmaldnica impidiendo la apertura de mPTP (Kowaltowski et al., 2006; Maciel et al.,
2004; Pereira & Kowaltowski, 2021a).

Ademas, los mecanismos protectores de los canales mitoKare son parte de vias
de sefalizacion endogenas. El pre-acondicionamiento es una intervencion protectora en
la que el corazén es sometido a periodos breves y no dafiinos de isquemia (Carreira et
al., 2005; Pereira & Kowaltowski, 2021b), lo cual disminuye significativamente el dafio
asociado a un posterior evento isquémico dafino. Esta proteccion que otorga el pre-
acondicionamiento puede ser bloqueada por los inhibidores de los canales mitoKarp
(Auchampach et al., 1992; Mannhold, 2004; Pereira & Kowaltowski, 2021b; Testai et al.,
2007; Toombs et al, 1993). Otro factor clave en la sefalizacion del pre-
acondicionamiento es la PKC, cuya activacion incrementa la actividad de los canales
mitoKare, de hecho, PMA, un activador de la PKC ha demostrado indirectamente
promover la activaciéon de los canales mitoKarp en células intactas (Pereira &
Kowaltowski, 2021b; Sato et al., 1998).
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Figura 5. Estructura del canal mitoKatr compuesta de la subunidad ROMK activada por UDP y
DEB y ATP y TPP* y la subunidad MITOSUR a la cual se unen los inhibidores 5-HD,
glibenclamida y ATP-Mg?*y en la cual activadores del canal BMS191095, Dzx y GTP.

Activadores de los canales mitoKatp
Diaz6xido

Fue descubierto a principios de los afios 60, durante un estudio en el que se
buscaba evitar los efectos diuréticos de las benzotiodiazinas a la hora de disminuir la
presion arterial, en el que se descubrié que el diazéxido causaba una vasodilatacion
directa sin presentar efectos diuréticos (Hutcheon & Barthalmus, 1962; Rubin, 1963;
Rubin et al.,, 1962). Sin embargo, en la misma década, también se descubrié que
determinados farmacos que provocaban la vasodilatacion arterial como el Dzx
provocaban la subida de los niveles de glucosa, es decir, una hiperglucemia (Drash et
al., 1966; Kvam et al., 1964; Tabachnick et al., 1964; Wolff & Parmley, 1963). También

se encontraron afectaciones a nivel de la funcion excretora renal (Johnson, 1971).

El diazéxido lleg6 a ser aceptado para su administracion oral en el manejo de la
hipoglicemia intratable por otros farmacos y por via intravenosa para casos de
emergencias de pacientes con hipertension (Coetzee, 2013). A mediados de los afios
80 la ratio de publicaciones que mencionaban el diazéxido disminuy6. No fue hasta
mediados de los afios 90 cuando tuvo lugar un incremento en las publicaciones y el
interés en este compuesto. Esto tuvo lugar debido a los descubrimientos que se
produjeron en los cuales el diazoxido actuaba como un agente con propiedades
cardioprotectoras (Garlid et al., 1997; Nakai & Ichihara, 1994).

En 1969, se descubrié que el diazéxido inhibia el complejo Il de la ETC, el
complejo succinato deshidrogenasa (SDH) (Schéfer et al., 1969). Se cree que parte de

esos efectos cardioprotectores son debidos, al menos parcialmente, a la inhibicion de la
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SDH, ya que otros inhibidores de la SDH, como el tenoiltrifluoroacetona han presentado
también efectos cardioprotectores (Coetzee, 2013; Duda et al., 2007). Los mecanismos
de estos efectos continban investighndose, pero parecen tener relacion con un
desacoplamiento parcial de la fosforilacion oxidativa (Coetzee, 2013; Kopustinskiene et
al., 2003; Liu et al., 2010).

La inhibicién del complejo Il provoca la produccién de ROS. Esta produccion
moderada de ROS es capaz de abrir los canales de rianodina del reticulo sarcoplasmico,
liberando lo que se conoce como sparks de Ca?* o corrientes pequefias de Calcio, que
activan los canales de potasio de larga conductancia BKca produciendo la salida de
potasio (Coetzee, 2013; Duda et al., 2007).

BMS191095

El BMS191095, también conocido como monohidrocloruro de (3R)-trans-4-[(4-
clorofenil)-N-(1H-imidazol-2-ilmetil) dimetil-2H-1-benzopirano-6-carbonitrilo, pertenece
a la clase de medicamentos de benzopiranos con una mayor selectividad cardiaca y
potencia anti-isquémica. Se ha demostrado que mejora la funcién cardiaca después de
un episodio isquémico y reduce la liberacién de LDH (lactato deshidrogenasa). Grover
y colaboradores, a través de sus estudios utilizando mitoKare reconstituido, observaron
gue el BMS191095 activaba los canales mitoKare y que esta activacion era inhibida tanto

por 5-HD como por glibenclamida. (Grover et al., 2001; Testai et al., 2007).

NO

Las propiedades cardioprotectoras del NO sugieren que puede interactuar con
los canales de potasio mitocondriales. Al medir el potencial redox mitocondrial y utilizarlo
como un indice de apertura de los canales mitocondriales mitoKare €n miocitos
ventriculares de conejo, se demostré que el NO puede activar los canales mitoKarp
(Sasaki et al., 2000). En el mismo estudio el uso del donante de NO S-nitroso-N-acetil-
DL-penicilamina (SNAP) activé los mitoKare sin estimular los canales Karp del sarcolema,
ya que sus efectos fueron bloqueados especificamente por el 5- hidroxidecanoato (5-
HD) y los secuestradores de NO. Debido a que muchos efectos deINO son mediados por
la via dependiente de cGMP, se determind si la activaciéon inducida por el NO de los
mitoKatp dependia de 8Br-cGMP. Los resultados negativos de este experimento

sugirieron que los mitoKare son activados directamente por el NO (Sasaki et al., 2000).
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En estudios realizados por Ljubkovi. y colaboradores se muestra también la
activacion directa de los mitoKare por el NO al reconstituir los canales cardiacos mitoKarp
en bicapas lipidicas (Ljubkovic et al., 2007), momento en el cual los canales mitoKarp
fueron activados por donantes exdgenos de NO. La actividad de un solo canal fue
inhibida por los bloqueadores mitoKarte 5-HD 0 glibenclamida (Ljubkovic et al., 2007). En
contraste, se han realizado medidas de la actividad de los canales mitoKarp utilizando
la técnica de patch-clamp siendo esta inhibida por el NO en las células linfocitos-T
humanas (Jurkat) (Dahlem et al., 2004). Tales diferencias podrian resultar de diferencias
en los mecanismos moleculares que subyacen a la accion del NO en las proteinas de
los canales mitoKarp. Desafortunadamente, no existen estudios que expliquen el
mecanismo sobre los canales mitocondriales que puedan responder a tales preguntas.
Sin embargo, tales diferencias podrian ser dilucidadas mediante estudios realizados en
canales Karp €n la membrana plasmatica. Por ejemplo, registros de corrientes Kare €n
neuronas grandes de ganglios de raices dorsales de ratas mostraron que los canales
Karp son activados debido a que el NO disminuye su sensibilidad al bloqueo por ATP
intracelular (Kawano et al., 2009). Este efecto también estuvo presente después de la
aplicacion de inhibidores de sGC y PKG, lo que indica que la via de sefalizacion
sGC/cGMP/PKG no fue responsable de este fendmeno. Esta activacion permanecio
intacta en la técnica de inside-out patches y fue revertida por el ditiotreitol (DTT) y
blogueada por un agente tiol-alquilante, NEM. Estos hallazgos indicaron que el NO activa
los canales Karp a través de la S-nitrosilacion directa de residuos de cisteina. Durante
experimentos adicionales en los que se midieron las corrientes producidas por los
canales recombinantes SUR1/Kir6.2 expresados en células COS7, se demostré quela
activacion mediada por el NO involucra su interaccion con residuos en la NBD1 de la
subunidad SURL1. Por otro lado, el NO también puede regular los canales mitoKarp
indirectamente a través de la via sGC/cGMP/PKG (Sanchez-Duarte et al., 2012).

H2S

Mustafa y colaboradores (2011) demostraron que el residuo Cys43 en la
subunidad Kir6.1 del canal Karp €s una diana importante de la S-sulfhidratacién mediada
por HzS (se utiliz6 NaHS como donante) en células HEK293, produciendo la activacion
del canal. Curiosamente, un aumento en la actividad de los canales mitoKartp causada
por la S-sulfhidratacion estuvo acompafada de una reduccion en la uniéon del ATP y una
mayor union del PIP2 a Kir6.1. Es posible que la S-sulfhidratacion de Cys43 en Kir6.1
obstaculice la union del ATP al canal debido a cambios electrostaticos o espaciales, o

gue podria resultar, a suvez, en un mayor acceso del PIP2 a su sitio de union (Mustafa
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et al., 2011). Recientemente se ha demostrado que el H2S afecta la actividad de otros
canales Kir, Kir2 y Kir3, de manera opuesta a la de Kir6.1 mencionada anteriormente
(Ha et al., 2018). Especificamente, el uso de NaHS como donante de H,S origind la
inhibicién de los canales Kir3.2 en oocitos de Xenopus y en células CHO-K1 (Walewska
et al., 2018).

Tang y colaboradores (Tang et al., 2005) revelaron un efecto directo tanto del
H>S exdgeno en forma de una solucion que contiene H,S, como del H.S enddgeno en la
actividad de los canales Karp en las células musculares lisas vasculares. También se
mostré que las corrientes Karp hacia adentro y la probabilidad de apertura de un solo
canal Karp aumentaron después de la exposicion al H.S. Para demostrar los efectos del
H.S enddgeno en la actividad de los canales Katp, se utilizaron varios inhibidores de la
CSE y la CBS, lo que resulté en una disminucion de las corrientes Kare de toda la célula
de manera independiente de la actividad de la via de sefalizacién del cGMP (Tang et
al., 2005; Walewska et al., 2018).

En contraste, se sabe menos sobre la regulacién de la actividad de los canales
mitoKate por el H2S. En 2016, Testai y colaboradores (Testai et al., 2016) mostraron que
el 4-carboxifenil isotiocianato (4CPl), que es un donante de H.S, mejoré
significativamente la recuperacion de varios pardmetros de la funcion miocardica
después de la isquemia y limitd la extension de la lesion tisular. El pretratamiento de las
ratas con un blogueante selectivo del canal mitoKarp, €l acido 5-hidroxidecanoico (5-
HD), llev6 a la abolicion de los efectos citoprotectores de 4CPI, lo que sugiere que el
mitoKare podria ser uno de los objetivos del H,S donado por 4CPI. Ademas, la adicion
de 4CPI a las mitocondrias aisladas del corazén de rata provoco la despolarizacion del
potencial de la membrana mitocondrial, y este efecto fue anulado por el ATP, que es un
bloqueador fisiol6gico del canal mitoKare. Se observé un efecto similar en la accién del
NaHS en los cardiomiocitos de rata, donde la exposicién a un donante de H,S resulté en
una reduccion del tamafio del infarto miocardico, que a su vez se vio afectado por el 5-
HD (Sivarajah et al., 2009). A partir de estos experimentos, se dedujo que el H,S abre los
canales mitoKare. Desafortunadamente, no hay datos electrofisiolégicos sobre la

regulacion de los canales mitoKare por el H.S (Walewska et al., 2018).

95



Minoxidil

Estudios realizados por Sato y colaboradores (Sato et al., 2004) han demostrado
un efecto cardioprotector del minoxidil a través de la apertura de canales mito Karp. Ya
gue vieron que el minoxidil abria los canales mitoKare con una selectividad 25 veces
mayor que los canales de Kare en el sarcolema. El efecto cardioprotector se vio reflejado
en que la coadministracion de minoxidil con ouabaina, evitdé la sobrecarga de calcio
mitocondrial inducida por la ouabaina. Ademas, la administracién de minoxidil previa a
la induccion de la isquemia mejoré significativamente la recuperacién de la contractilidad
tras 60 minutos de reperfusion. Estos efectos se vieron reducidos tras la administracion
de 5-HD y glibenclamida (Sato et al., 2004). A pesar de ello la utilizacion clinica para
tales usos del minoxidil es limitada debido a la arritmia ventricular y la hipotensién severa
(Sato et al., 2004).

Inhibidores de los canales mitoKaTtp
Sulfonilureas

Las sulfonilureas son una familia de medicamentos utilizados en el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2. Su mecanismo de accién consiste en la unioén a los canales
Kare del sarcolema de las células B-pancreaticas y su posterior inhibicion, causando una
disminucion del flujo de salida de iones potasio y con ello la despolarizacién de la célula.
Dicha despolarizacion hace que los canales de calcio se abran permitiendo la entrada
de calcio a la célula e incrementando con ello el calcio intracelular lo que estimula
secrecion de insulina de la célula B-pancreatica (Confederat et al., 2015; Proks et al.,
2002).

Las sulfonilureas se diferencian segun su afinidad por el subtipo de receptor SUR
(una de las subunidades que compone el canal de Katep ¥y que forma parte de la
superfamilia de proteina del cassette de unién de ATP). SUR1 sobre todo esta presente
en el cerebro y en células § del pancreas. SUR2 se localiza en el misculo cardiaco como
SUR2A y en el muasculo liso como SUR2B (Hambrock et al., 2002). SURL1 tiene una
mayor afinidad por las sulfonilureas que SUR2. Esto se debe en parte al residuo de
serina en la posicion 1206 de SUR1 que es intercambiado por un residuo de tirosina en
SUR2. Sin embargo, en el caso de la glibenclamida el residuo de tirosina 1206
incrementa la afinidad por el receptor de 5 a 10 veces (Aguilar-Bryan & Bryan, 1999;
Ashfield et al., 1999; Ddrschner et al., 1999; Hambrock et al., 2002).
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Se ha demostrado que la glibenclamida inhibe ambos canales mitoKarey sarcKare
en células cardiacas (Fosset et al., 1988; Zhang et al., 2001). En estudios realizados por
Sato y colaboradores las sulfonilureas glimepirida, gliclazida y tolbutamida no tuvieron
ningun efecto sobre los canales de mitoKarr y no bloquearon los efectos
cardioprotectores de diazoxido, mientras que la glibenclamida revirtié el efecto protector
de diazoxido en cardiomiocitos (Sato et al., 2006). Ademas, se ha demostrado que
glibenclamida previene los efectos beneficiosos de la apertura de los canales de mitoKare

ya que conduce a una hipertrofia cardiaca (Bednarczyk et al., 2005;Mironova et al., 2004).
ATP

En la membrana plasmatica el ATP se une a la subunidad 6.2 del canal Karp
produciéndose entonces la inhibicién de la actividad del canal (Craig et al., 2008). En el
canal de mitoKate se une a la subunidad reguladora mitoSUR compuesta por la isoforma
8 de la proteina que forma el cassette de union de ATP (ABCBS8). En experimentos
realizados por Palacio y colaboradores (Palacio et al.,, 2023) se ha demostrado la
inhibicién dosis dependiente de la actividad de estos canales por parte del ATP (ICso =
21.24 + 1.4 uM). Por otra parte, se ha visto que el GTP es capaz de activar los canales
mitoKare (Palacio et al., 2023).

Mgz2*

El cation Mg?* es indispensable para la actividad inhibidora de ATP que se
mencionaba anteriormente. De igual forma se ha visto que la inhibicion de la actividad
de los canales mitoKarp por parte de los derivados estéricos de acyl-CoA de cadena larga
presenta también una dependencia de Mg?*. Cuando el Mg?* se une a ATP el complejo
ATP/Mg** se une al canal mitoKare inhibiendo su actividad en el sitio “cis”. Dado que los
derivados estéricos de cadena larga de Acil coenzima A no son quelante de Mg?*, implica
que el Mg?* puede interaccionar independientemente, y esto lo hace uniéndose al sitio
“trans” del canal mitoKarp (Garlid & Paucek, 2001). Forma parte de la estructura ABCBS8
de la subunidad MITOSUR (Pal&cio et al., 2023). Se ha demostrado que el cation Mg?*
no presenta ningun efecto en ausencia de ATP (Bednarczyk et al., 2005).

Acido 5-hidroxidecanoico (5-HD)

5-HD inhibe el pre-acondicionamiento isquémico tanto fisiologico como el

inducido por farmacos. Esto se debe a su accibn como bloqueante de los canales
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mitoKartp (Hanley et al., 2003). Originalmente se estudid por sus efectos antiarritmicos
(Notsu et al., 1992). Recientemente se ha visto que 5-HD es un sustrato de la enzima
acil CoA sintasa, lo que abre la posibilidad de que puede que sea la forma activa 5-HD-
CoA, y por tanto que sea la responsable de inhibir el mecanismo de pre-

acondicionamiento isquémico (Hanley et al., 2003).

1.3.1.3. Mitocondriay proteccion celular: “pre-acondicionamiento”

El pre-acondicionamiento representa una condicion en la cual la exposicion inicial
de la célula a ciertos eventos confiere proteccion frente a una respuesta subsecuente y
potencialmente letal a través de la limitacién de la produccién de ROS, suprimiendo el
incremento de las concentraciones citosdlicas de calcio y otros mecanismos que

aseguran la supervivencia de la célula (Busija et al., 2016).

Existen dos tipos de pre-acondicionamiento: el inmediato y el retardado. El pre-
acondicionamiento inmediato tiene lugar durante los minutos en los que tiene lugar el
estimulo inicial y dura varias horas antes de que desaparezca, mientras que el pre-
acondicionamiento retardado necesita varias horas para desarrollarse y persiste durante
varios dias (Busija et al., 2016; Gaspar et al., 2009, 2008a, 2008b; Kirino, 2002; Kis et
al., 2003).

En el pre-acondicionamiento inmediato se producen cambios en las actividades
o funciones de la enzimas, segundos mensajeros y canales ibnicos, mientras que el pre-
acondicionamiento retardado se debe principalmente a una sintesis de novo de
proteinas como por ejemplo un incremento de los niveles de catalasa (Busija et al., 2016;
Busija & Katakam, 2014; Gaspar et al., 2008b). Muchos de los mecanismos de
sefializacion que se producen, incluidos la activacion de la via PI3K/Akt y la produccion
de NO, no solo inducen el pre-acondicionamiento sino que producen cambios en el tono

vascular.

Varios estudios han sefalado a la mitocondria como el centro donde estos
mecanismos de pre-acondicionamiento parecen iniciarse en neuronas, astroglia y
células endoteliales cerebrales (Busija et al., 2016; Domoki et al., 2005, 2004; Dutta et
al., 2015; Gaspar et al., 2006; Gidday, 2006; Grover et al., 2003; Jiang et al., 2011,
Kalogeris et al., 2014; Kis et al., 2004; Kubli & Gustafsson, 2012; Lenzsér et al., 2005;
Mayanagi et al., 2007; Perez-Pinzon et al., 2005; Rajapakse et al., 2003; Yokoyama et

al., 2019). Al igual que también se ha visto en estudios realizados en miocardio
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(Katakam et al., 2007), musculo esquelético (Grover et al., 2001) y células endoteliales
periféricas (Broadhead et al., 2004; Loukogeorgakis et al., 2007). Algunas de las dianas
farmacoldgicas mas importantes encargadas de inducir el pre-acondicionamiento son:
los canales mitoKarp, las enzimas de la cadena respiratoria y la limitacion de sustratos

metabolicos (Busija et al., 2016).

Se ha demostrado que el Dzx es capaz de provocar este pre-acondicionamiento
en neuronas aisladas y protegerlas frente a la deprivacion de oxigeno o glucosa, a través
de una serie de pasos que incluyen la activacién mitocondrial y la generacién de NO
(Busija et al., 2016; Dutta et al., 2015; Katakam et al., 2016).

La reduccion en metabolitos clave como la glucosa o el oxigeno pueden inducir
el pre-acondicionamiento (Auchampach & Gross, 1993; Busija et al., 2016; Gaspar et al.,
2008a; Mclintosh & Lasley, 2012) asi como cambios en el tono vascular. La retirada
transitoria de glucosa, asi como la deprivacién de ciertos aminoacidos resultan en la
despolarizacion mitocondrial y la reducciéon de ATP (Busija et al., 2016; Gaspar et al.,
2008a).

1.3.1.4. Mitocondriay regulacion del tono vascular

Durante afios se ha pensado que los ROS mitocondriales eran productos toxicos
generados durante la produccion de energia. Sin embargo, una caracteristica metabdlica
Unica de las células endoteliales les confiere la flexibilidad a la hora de modular el ratio
de la respiracion mitocondrial y por tanto regular la produccion de ROS.Bajo la mayoria
de las condiciones metabdlicas, las necesidades energéticas de las células endoteliales
son abastecidas a través de la glucdlisis anaerdbica (Culic et al., 1997; Widlansky &
Gutterman, 2011a) en lugar de la fosforilacion oxidativa (Dagher et al., 2001; Mertens et
al.,, 1990; Spahr et al., 1989; Widlansky & Gutterman, 201l1la). De este modo, la
produccion endotelial de ROS mitocondriales dentro de la ETC puede ser modulada por
segundos mensajeros sin poner en peligro las necesidades energéticas celulares
(Widlansky & Gutterman, 2011a). Los ROS mitocondriales pueden salir desde el espacio
intermembranoso o desde la matriz mitocondrial y alcanzar el citosol. El anion superdxido
en el espacio intermembranoso puede abandonar la mitocondria a través decanales de
aniones voltaje dependientes localizados en la membrana externa (Han et al., 2003;
Widlansky & Gutterman, 2011a). Sin embargo, debido a su naturaleza electrdfila y a su
corta vida media, el superéxido tiene pocas posibilidades como candidato a participar en

la sefializacion mitocondria-célula. Por otra parte, el radical superdxido es rapidamente
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reducido a H.O; tanto en el espacio intermembranoso a través de la superdxido cobre
zinc dismutasa (Cuzn SOD, SOD1) y en la matriz a través de la superéxido manganeso
dismutasa (MnSOD, SOD2) (Cadenas & Davies, 2000; Okado-Matsumoto & Fridovich,
2001; Widlansky & Gutterman, 2011a). La MnSOD se dirige postraduccionalmente a la
matriz mitocondrial y tiene una importancia fundamental en la homeostasis vascular.
(Widlansky & Gutterman, 2011a; Wispé et al.,1989).

El H,O, como molécula sefializadora es mas estable, lo que le hace tener una
vida media mas larga. La concentracién de H-O, en la mitocondria es 100 veces mayor
gue la de superéxido (Cadenas & Davies, 2000; Widlansky & Gutterman, 2011a). La
ausencia de carga en la molécula de H.O; le permite atravesar libremente las
membranas celulares. Varios estudios sugieren que el transporte del H.O, desde la
mitocondria al citosol se ve incrementado por la presencia de acuaporinas, en especial,
la acuoporina 8, en las membranas mitocondriales (Bienert et al., 2006, 2007; Calamita
et al., 2005; Widlansky & Gutterman, 2011a). La presencia de estas acuaporinas en la
membrana interna parecen tener un papel importante en la regulacién de la viabilidad
celular a través de la regulacion del volumen mitocondrial (Lee et al., 2005; Widlansky &
Gutterman, 2011a).

El potencial de membrana mitocondrial (AW.) es sensible a los cambios y
condiciones de la ETC y del pH (Fink et al.,, 2005; Skulachev, 1998; Widlansky &
Gutterman, 2011a). Un incremento de la producciéon mitocondrial de superdxido esta
relacionado con AW, mas polarizados (Skulachev, 1998; Widlansky & Gutterman,
2011a). Cuando el AWy, es maximo, los protones son expulsados de la matriz con menor
avidez, lo que reduce el flujo de la ETC incrementando la vida media de los
intermediarios redox mas inestables (Thomas et al., 2008; Widlansky & Gutterman,
2011a). Las proteinas reguladoras de la membrana mitocondrial interna también juegan
un papel fundamental en la modulaciéon de AW.. Dentro de estas, las proteinas
mitocondriales desacoplantes (UCPs) pueden abrirse en la membrana mitocondrial
interna, conduciendo a una despolarizacién de la membrana y a un desacoplamiento
parcial de la sintesis de ATP en la fosforilacion oxidativa debido a una reduccién del
gradiente de protones (Widlansky & Gutterman, 2011a). La supresion de estas proteinas
UCP incrementa la produccion de ROS (Duval et al., 2002; Widlansky & Gutterman,
2011a), mientras que una sobreexpresion es capaz de atenuar la produccion de ROS de
forma dependiente al estatus de ATP celular (Fink et al., 2005; Lee et al., 2005;

Widlansky & Gutterman, 2011a). Ademas, la transcripcion de UCP2 se encuentra
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regulada de forma significativa en estados de exceso de estrés oxidativo y elevado AW,
(Pecqueur et al., 2001; Widlansky & Gutterman, 2011a).

Las peroxidasas son un grupo de enzimas que se encargan de convertir el H,O;
en agua. En la matriz mitocondrial encontramos la tiorredoxina-2 (Tanaka et al., 2002),
la peroxirredoxina-3 (Chang et al., 2004), y la glutarredoxina-2 (Lundberg et al., 2001).
Estas enzimas se encuentran reguladas al alza en condiciones de estrés oxidativo
probablemente con el fin de reducir las consecuencias tdéxicas de unos elevados niveles
de H20- (Imai & Nakagawa, 2003; Rhee et al., 2001; Truijillo et al., 2006; Widlansky &
Gutterman, 2011a). Se ha visto que el regulador transcripcional PGC-1a (coactivador del
receptor gamma 1a) ejerce una regulacion coordinada de la peroxidasa y de la MnSOD
(Valle et al., 2005; Widlansky and Gutterman, 2011a). El factor PGC-1a se encuentra a
su vez regulado por el NO, otro factor clave en el mantenimiento de la homeostasis
mitocondrial en las células endoteliales (Erusalimsky & Moncada, 2007; Valle et al.,
2005; Widlansky & Gutterman, 2011a). A su vez, las peroxidasas también se encuentran
reguladas por las concentraciones de calcio (Monteiro et al., 2004; Rigobello et al., 2006;
Widlansky & Gutterman, 2011a).

Los estudios recientes muestran como los ROS generados fuera de la
mitocondria a través de las enzimas NADPH oxidasa (Doughan et al., 2008; Fukai, 2009;
Fukai & Ushio-Fukai, 2020; Lee et al., 2006; Wenzel et al., 2008; Widlansky & Gutterman,
2011a), xantina oxidasa (XO) (Baudry et al., 2008; Widlansky & Gutterman,2011a) y la
eNOS (Ceylan-Isik et al., 2009; Widlansky & Gutterman, 2011a) desacoplada pueden

estimular a su vez la produccion de ROS mitocondriales.

Los ROS mitocondriales estan estrechamente regulados en las células
endoteliales, lo que les confiere un papel dentro de la sefializacién de la regularizacion
vascular. Los ROS generados en la mitocondria son responsables de la respuesta
vasodilatadora en respuesta al shear stress en pacientes con enfermedad coronaria
(Widlansky & Gutterman, 2011a; Zhang & Gutterman, 2007).

En la microvasculatura, tenemos reguladores importantes de la homeostasis
vascular como el NO y los prostanoides, pero también el factor hiperpolarizante derivado
del endotelio (EDHF). Aunque la identidad del EDHF puede variar segun el lecho
vascular y los diferentes estados patolédgicos, el H.0; ha sido identificado como EDHF
en multiples lechos vasculares como por ejemplo en pacientes con enfermedad
coronaria (Liu et al., 2003; Miura et al.,, 2003; Phillips et al., 2007; Widlansky &

Gutterman, 2011a) asi como en arterias mesentéricas de humano y de raton (Matoba et
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al., 2000, 2002; Widlansky & Gutterman, 2011a). El H.O, participa en la respuesta
relajante tipo EDH en arteriolas renales preglomerulares, donde incrementa las
corrientes de potasio activadas por calcio (Kca) de las células endoteliales y disminuye

el calcio intracelular y relaja el MLV (Mufioz et al., 2017).

En arterias coronarias obtenidas de muestras descartadas del apéndice auricular
derecho ligado durante la cirugia de bypass cardiopulmonar, canuladas, presurizadas y
expuestas a un flujo laminar, se observé un aumento en la produccién de superéxido y
H20, el cual fue revertido al ser expuestas a rotenona, un inhibidor del complejo |
mitocondrial. La inhibicion del complejo | o el complejo Ill reduce la vasodilatacion
inducida por el shear stress. El mecanismo de vasodilatacion inducido por el shear stress
incrementa los ROS mitocondriales y parece involucrar un incremento en el AWnal
contrario que en la inhibicién de la ETC por NO (Han et al., 2007; R. Li et al., 2009;
Widlansky & Gutterman, 2011a). En modelos animales, el shear stress laminar regula
tanto la MnSOD como la peroxirredoxina en el endotelio, en lo que parece ser un
mecanismo compensador para atenuar las concentraciones mitocondriales de H,O;y
superéxido (Ai et al., 2008; Mowbray et al., 2008; Widlansky & Gutterman, 2011a).
Aunque el mecanismo de transduccion de la sefial del shear stress a la mitocondria de
la célula esta por determinar, parece ser que el citoesqueleto endotelial juega un papel
fundamental en este proceso. Sefales mecanicas desde la superficie de las células
endoteliales son transducidas a los organulos celulares a través de los filamentos de
actina (Davies, 1995; Helmke & Davies, 2002; Widlansky & Gutterman, 2011a). El papel
del citoesqueleto en la transduccion de la dilatacion mediada por el shear stress se ha
observado en el masculo liso de las arterias, donde el NO y las prostaglandinas son
mediadores de la vasodilatacion (Sun et al., 2001), asi como en las arterias de pacientes

con enfermedad coronaria donde el H,O; juega un papel clave.

En arteriolas coronarias humanas expuestas a inhibidores de actina y de la
formacion de microtibulos se ha demostrado una disminucion de la respuesta
vasodilatadora al shear stress junto a una pérdida de la produccién de H,O,y superéxido
(Liu et al., 2008; Widlansky & Gutterman, 2011a). El mecanismo a través del cual, esta
sefial se transmite a la mitocondria se encuentra aln bajo investigacion, pero parece
involucrar el incremento de las concentraciones de calcio intracelulares que son
moduladas por la produccién local de NO (Mendoza et al., 2010; Widlansky & Gutterman,
2011a).

Jaggar y colaboradores (Xi et al., 2005b) fueron los primeros en demostrar que

la despolarizacion de la mitocondria con Dzx era capaz de inducir relajaciones en las
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células del VSM en arterias cerebrales sin endotelio a través de un mecanismo que
incluia la produccién y efectos locales de ROS. De este modo, el Dzx era capaz de
incrementar la produccion de ROS mitocondriales la cual, secuencialmente activaba los
canales de rianodina sensibles a Ca?" en el reticulo sarcoplasmico, generando las
corrientes transitorias de Ca?* conocidas como Ca?* sparks que producen la apertura de
los canales BKca produciendo una salida de K*, que conduce a una hiperpolarizacion y
por tanto a una disminucion de las concentraciones intracelulares de calcio conduciendo
a la relajacion del masculo liso (Busija et al., 2016; Xi et al., 2005b).

En estudios realizados por Katakam y colaboradores, aparte de utilizar Dzx se
vio también que el compuesto BMS191095 era capaz de producir relajaciones en el MLV,
pero sin la respuesta mediada por ROS (Katakam et al., 2016, 2014). Por lo que
demostraron que el BMS-191095 no incrementaba ni la produccion mitocondrial ni la
citosolica de ROS, y la vasodilatacion en arterias sin endotelio producida por el
BMS191095 no se veia afectada por el empleo de scavengers de ROS. Sin embargo, el
uso de BMS191095 si que incrementaba las corrientes de Ca?* sparks en musculo liso
tanto en arterias con endotelio como sin endotelio (Busija et al., 2016; Busija & Katakam,
2014; Katakam et al., 2013).

Ademas, se ha demostrado que el uso de abridores mitoKarp como el Dzx y el
BMS191095 promueven el incremento de la produccion de NO en células endoteliales,
lo que parece producirse a través de la via PI3K/Akt que fosforila la eNOS asi como el
incremento en las concentraciones intracelulares de calcio que activan a su vez laeNOS
(Katakam et al., 2016, 2013). La despolarizacién mitocondrial también puede conducir
a la produccion de prostanoides y a otros agentes vasoactivos en el endotelio (Katakam
et al., 2009), sin embargo, los efectos del NO parecen ser mas importantes al menos con
el BMS191095 (Busija et al., 2016; Katakam et al., 2016).

1.3.1.5. NOYy respiracion mitocondrial

Durante muchos afios se ha sabido que el NO se une a la enzima citocromo ¢
oxidasa, la enzima terminal en la ETC mitocondrial. Sin embargo, la relevancia biolégica
potencial de esta accion solo se hizo evidente después del descubrimiento en la década
de 1980 de que el NO es un mediador bioldgico, y la demostracion en la década de 1990
de que inhibe la respiracion en células de mamiferos. El hallazgo de que
concentraciones bajas de NO en el rango de los nanomolares inhiben de manera
reversible y competitiva a la citocromo oxidasa con el oxigeno molecular (O), indica que

estas interacciones tienen un papel fisiolégico potencial en el control de la respiracion
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celular y que el efecto inhibitorio podria estar involucrado en el inicio de patologias
(Moncada & Erusalimsky, 2002).

ElI NO activa la guanilato ciclasa soluble con una DE50 de aproximadamente 20
nM (Bellamy et al., 2000), y este efecto es independiente de la concentracién de O,. En
contraste, el efecto inhibitorio del NO en la citocromo oxidasa depende totalmente de la
concentracion de O,. Asi, a una concentracion de O, de 145 pM (que es
aproximadamente igual a la concentracion arterial de O5), el IC50 para el NO fue de 270
nM. Sin embargo, a 30 uM (aproximadamente la concentracion de O; en los tejidos), el
IC50 se redujo a 60 nM (Brown & Cooper, 1994). Se ha descrito que la concentracion
intracelular de O es tan baja como 10 uM (Tamura et al., 1989), y hay evidencia de que
existe un gradiente intracelular de O, lo que indica que este valor podria ser ain mas
bajo. A una concentracion de O, de 10 uM, se predice que el IC50 del NO para la
citocromo oxidasa sea de aproximadamente 20 nM, lo que indica que las
concentraciones de NO que se han detectado en los tejidos (10-450 nM) serian
suficientes para competir con el O intracelular. Esto hace que la citocromo oxidasa sea
tan sensible al NO como lo es la guanilato ciclasa soluble y destaca a estas dos enzimas
como los Unicos objetivos de las concentraciones fisiolégicas de NO que se han descrito
hasta ahora (Moncada & Erusalimsky, 2002).

En diversas células, tejidos aislados y animales in vivo se ha demostrado que el
NO generado enddégenamente inhibe la respiracion, y se ha comprobado que los
inhibidores de la NOS endotelial aumentan la respiracion (Loke et al., 1999; Shen et al.,
1995).

Algunas células pueden adaptarse a concentraciones mas bajas de O sin
cambios importantes en su estado metabdlico. Esto podria ser parte de un mecanismo
adaptativo. la relacion NO: O a nivel de la citocromo oxidasa podria proporcionar un
mecanismo de percepcion que regulara el consumo de Oz en el punto preciso donde se
utiliza (Clementi et al., 1999). Una consecuencia de inhibir la citocromo oxidasa seria un
mayor suministro de Oz en los tejidos circundantes (Poderoso et al., 1996; Thomas et al.,
2001).

1.3.2. Mitocondriay disfuncion endotelial

A pesar de que el contenido mitocondrial en las células endoteliales es

relativamente bajo en comparacién con los cardiomiocitos y hepatocitos (Tang et al.,
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2014), las mitocondrias desempefian un papel clave en la funcion endotelial. De hecho,
se ha demostrado que la sobreexpresion de PGC-1a, factor que regula la biogénesis
mitocondrial, protege contra el estrés oxidativo y limita la formacion de lesiones

ateroscleréticas (Stein et al., 2010).

Ademas, la expresion alterada de componentes de la cadena OXPHOS esta
relacionada con la biogénesis mitocondrial deteriorada, lo cual puede contribuir al
envejecimiento celular del endotelio (Ungvari et al., 2008). Asimismo, se ha descrito la
fragmentacion mitocondrial y la subsiguiente pérdida de las redes mitocondriales en las
células endoteliales de pacientes diabéticos, asi como en células endoteliales adrticas
humanas cultivadas expuestas a una concentracion elevada de glucosa (Shenouda et
al., 2011). Esto se asocio con el deterioro de la actividad de eNOS y el aumento de la
produccién de ROS.

Los ROS mitocondriales pueden dafar el ADN mitocondrial, los lipidos y las
proteinas, asi como los complejos que forman la cadena OXPHOS, lo que a su vez
puede contribuir a la produccién autosostenida de ROS mitocondriales (Safiedeen et al.,
2016). Ademas, en un modelo murino de obesidad, una dieta alta en grasas induce la
fragmentacion mitocondrial junto con una disminucién en los niveles de mitofusina 2
(Mfn2), un componente clave de la fusién mitocondrial (Jheng et al., 2012; Schneeberger
et al., 2013).

Canales mitoKare y disfuncién endotelial

En modelos experimentales de la Enfermedad de Parkinson se ha observado
disfuncion endotelial. En la médula oblongata, la capa endotelial de la barrera
hematoencefalica presentaba hiperhidratacién, mientras que, en el miocardio, los
cambios destructivos en la barrera sangre-tejido se acompafiaban de una disminucion
en el grosor medio de la capa endotelial. Estos cambios pueden explicar el desarrollo de
patologias cardiovasculares en el parkinsonismo, que es una de las causas mas

comunes de muerte en estos pacientes (Mosentsov et al., 2021).

La uridina 2-difosfato actia como un activador de los canales de mitoKarp. Este
metabolito es producido de forma natural por las células tras la administracion exégena
de uridina. En el modelo experimental de Parkinson la administracion exdgena de uridina
normalizd los procesos dindmicos de las mitocondrias de las células de la médula
oblonga. Al mismo tiempo, disminuyé la hidratacion de la capa endotelial de la barrera
hematoencefalica (Mosentsov et al.,, 2021). Si se utilizaba simultdneamente un

bloqueador del canal mitoKare como es el 5-HD junto con un activador del canal, el
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efecto positivo de este Ultimo se cancela. De este modo, los resultados indican
claramente la participaciéon del canal mitoKare en la formacion de la disfuncion

mitocondrial y endotelial en la encefalopatia hepatica (Mosentsov et al., 2021).

1.3.2.1. ROS mitocondrialesy disfuncion vascular

Como se ha demostrado en diferentes estudios, la mitocondria es la mayor fuente
de estrés oxidativo vascular (Dikalov et al., 2014; Doughan et al., 2008; Gioscia-Ryan et
al., 2014; Kirkman et al., 2018; Rossman et al., 2018). Y a su vez, varios estudios han
comprobado como tras el uso de antioxidantes mitocondriales se mejora la funcién
vascular tantos en estudios preclinicos (Dikalov et al., 2014; Gioscia-Ryan et al., 2014;
Kirkman et al., 2018) como en ensayos humanos (Kihara et al., 1989; Kirkman et al.,
2021, 2018; Kizhakekuttu et al., 2012; S. H. Park et al., 2020; S.-Y. Park et al., 2020).

La produccion de ROS mitocondriales es uno de los principales mecanismos de
sefalizacién en las células endoteliales. Las células endoteliales son capaces de
producir diferentes ROS que incluyen superdxido (O2°), peréxido de hidrégeno (H20-),
peroxinitrito (ONOQO"), radicales hidroxilo (OH-) y otros radicales oxidantes y nitrosantes
(Freed & Gutterman, 2013; Kirkman et al., 2021; Zhang & Gutterman, 2007). Sin
embargo, el estrés oxidativo que resulta de una mayor produccion de oxidantes, una
menor capacidad antioxidante o ambos, conduce a la disfuncion endotelial al reducir la
biodisponibilidad de NO (Kirkman et al., 2021; Kluge et al., 2013; Quintero et al., 2006).
Otra de las mayores fuentes de ROS y estrés oxidativo en la vasculatura incluyen la Nox
y la xantino oxidasa (Kirkman et al., 2021; Schulz et al., 2011; Touyz & Briones, 2011).
Como ya se ha mencionado, puede haber una relacién entre los ROS mitocondriales y
los ROS producidos por la Nox (Dikalov & Nazarewicz, 2013; Kirkman et al., 2021).
Aunque los ROS puedan tener un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis vascular, un exceso de ROS reduce la biodisponibilidad de NO a través de
mecanismos como la interaccién de O, con NO para formar ONOO" (Kirkman et al.,
2021; Li & Shah, 2003, 2002) lo cual contribuye al estrés oxidativo vascular, asi como el
desacoplamiento de la enzima eNOS. De hecho, se ha visto que con la edad
incrementan los ménomeros de eNOS frente a los dimeros de eNOS, lo que indica el
mayor desacoplamiento de la enzima asociado al envejecimiento (Kirkman et al., 2021;

Yang et al., 2009). Ademas, el O>"puede oxidar el cofactor de la eNOS BHsa BHz 10 que

a su vez contribuye al desacoplamiento de la enzima donde eNOS va a producir mas
02" y menos NO (Kirkman et al., 2021; Thomas et al., 2001).
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Los ROS mitocondriales a su vez promueven un exceso de inflamacion, que
contribuye a su vez a la disfuncién endotelial y a la rigidez arterial (Kirkman et al., 2021).
Este incremento en la rigidez se produce a partir de una rigidez primaria en la pared
arterial que se origina a través de una estimulacion de la sintesis y deposicion de
colageno y una degradacion de elastina y secundariamente un incremento en el tono
muscular liso debido a una pérdida de NO (Kirkman et al., 2021; Lakatta & Levy, 2003;
Lessiani et al., 2016), por ultimo, esto se traduce en complicaciones que van a dar lugar
a la enfermedad coronaria (Dikalov et al., 2014; Griendling et al., 2016; Kirkman et al.,
2021).

Los mecanismos mediante los cuales el exceso de ROS y la inflamacién afectan
a la rigidez arterial incluyen la alteracion en la expresion génica, el remodelado
estructural, y la contribucion a la invasibn de la pared arterial por factores
proinflamatorios (Kirkman et al., 2021; Wu et al., 2017). Ademas, los ROS mitocondriales
también inducen la formacién de variantes en el ADN mitocondrial (mtDNA) relacionados
con el envejecimiento y la hipertension resistente (Hajam et al., 2022; Kirkman et al.,
2018) Dichas alteraciones en el mtDNA alteran el nUmero de copias y la expresion de
las subunidades mitocondriales que se traducen en perdida de la funcién vascular y el
desarrollo de hipertension (Dai et al., 2012; Golob et al., 2015; Kirkman et al., 2021; Pauls
et al., 2020). Estas alteraciones en el mtDNA también influyen en la expresion de
péptidos como la humanina que tiene un importante efecto protector de la funcion
vascular endotelial (Kadlec et al., 2016; Kirkman et al., 2021; Oh et al., 2011).

La activacion de NFkB y de la PKC ocurren tras un exceso en la produccion de
ROS mitocondriales, dando lugar a una serie de alteraciones proinflamatorias y
protrombaticas en el fenotipo endotelial (Ali et al., 2006; Banfi et al., 2009; Pearlstein et
al., 2002; Pueyo et al., 2000; Ungvari et al., 2007; Widlansky & Gutterman, 2011b). Esto
hace que se incremente la expresion de moléculas de adhesion celulares como ICAM-
1, selectina-P y selectina E (Ichikawa et al., 2004; Widlansky & Gutterman, 2011b). La
deplecién de las reservas mitocondriales de glutation que funcionan como antioxidante
de defensa contribuye al entorno proinflamatorio con una sobreexpresion de la selectina
E y VCAM-1 que resulta en un incremento en el reclutamiento de monocitos por las
células endoteliales (Chen et al., 1999; Widlansky & Gutterman, 2011b).

Los ROS producidos en la ETC mitocondrial que activan NFkB originan un
incremento en la produccion de citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-8 (Pearlstein et al.,
2002; Srinivasan et al.,, 2003; Widlansky & Gutterman, 2011b) y del factor tisular
protrombatico (Banfi et al., 2009; Widlansky & Gutterman, 2011b).
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1.3.2.2. Disfuncion mitocondrial, disfuncién vascular y enfermedad metabdlica

La inflamacion vascular y el incremento de los niveles basales de ROS tanto
mitocondriales como no mitocondriales son responsables de la disfuncion vascular y
cardiaca (Busija et al., 2004; Katakam et al., 2016; Nishikawa et al., 2000).

La resistencia a la insulina (IR) es capaz de alterar el funcionamiento de los
canales plasmKarp en arterias cerebrales y periféricas (Busija et al., 2016, 2004; Erdos
et al., 2006, 2004a, 2004b), por lo que no es de extrafia que los canales mitoKarr S€ vean
afectados de forma similar (Busija et al., 2016; Katakam et al., 2009, 2007). De este
modo, el pre-acondicionamiento inducido por el Dzx es incapaz de proteger al corazon
en la isquemia/repercusion en el modelo de obesidad genética con IR en ratas(Busija et
al., 2016; Katakam et al., 2007). Ademas, la zona infartada es mayor en ratas obesas
gue en ratas control, la igual que se ha visto en cerebro en experimentos realizados
mediante oclusion de la arteria cerebral media (Brown et al., 2007; Busija et al., 2016;
Mayanagi et al., 2008; Terao et al., 2008).

Al igual que los fallos descritos anteriormente en el pre-acondicionamiento en el
modelo genético de obesidad, las respuestas vasoactivas en arterias cerebrales se
encuentran alteradas en ratas con resistencia a la insulina (Busija et al., 2016; Katakam
et al.,, 2014, 2009). Esta disminucién de la vasodilatacion parece ser debida a una
reduccion de la despolarizacion mitocondrial en el musculo liso, asi como una
disminucion de las corrientes sparks de calcio y generacién de ROS en el caso del Dzx,
ademas de una disminucién de la produccion y biodisponibilidad de NO (Busija et al.,
2016; Katakam et al., 2014, 2009). El uso de scavengers de ROS e inhibidores de la
PKC es capaz de restaurar la funcién vascular en arterias cerebrales de animales con
IR (Busija et al., 2016; Erdés et al., 2004a, 2004b).

La diabetes y la resistencia a la insulina se caracterizan por alteraciones en la
morfologia mitocondrial que incluyen mitocondrias méas pequefias con estructuras
menos complejas ademas de una disminucion en la capacidad para llevar a cabo la
fosforilacion oxidativa, un elevado potencial de membrana y una reduccion de la masa
mitocondrial (Morino et al., 2005; Petersen et al., 2004; Widlansky & Gutterman, 2011b).
Andlisis microarray de musculo esquelético de pacientes diabéticos mostraron una
reduccién de los elementos que participan en la fosforilacién oxidativa. Esto puede verse
revertido por receptor a activado por el PGC-1a (Stein et al., 2010; Widlansky &
Gutterman, 2011b). PGC-1a juega un papel esencial en la regulacién de la biogénesis

mitocondrial, una inhibicion de la actividad PGC-1a conduce a una reduccion en el
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ndamero de mitocondrias (Widlansky & Gutterman, 2011b; Wu et al., 1999). Datos de
cultivos celulares y biopsias muestran que una disminucién de la masa mitocondrial esta
también presente en la descendencia de pacientes con diabetes tipo 2 (Morino et al.,
2005; Widlansky & Gutterman, 2011Db).

La diabetes y la IR se caracterizan por elevados niveles de glucosa y acidos
grasos libres circulantes (Bogardus et al.,, 1984; Reaven et al.,, 1988; Widlansky &
Gutterman, 2011b). En las células endoteliales, la hiperglicemia induce la fisién
mitocondrial con el subsecuente desarrollo de una excesiva produccién de ROS
mitocondriales, una reduccién en la produccién de ATP y una atenuacion del crecimiento
celular (Widlansky & Gutterman, 2011b; Yu et al., 2006). Estudios en células endoteliales
aisladas demuestran como una exposicion a glucosa alta (30 mM durante 7 dias)
incrementa la produccion de ROS. Este fendmeno esta relacionado principalmente con
el aumento de ROS mitocondriales ya que sélo se produce con la inhibicion
farmacoldgica del complejo Il, la sobreexpresién de UCP1 o la exposicién a la MnSOD.
Los inhibidores de los ROS mitocondriales también reducen la activacion de NFkB y de
la PKC, lo que es indicativo de la capacidad de sefalizacién celular de los ROS
mitocondriales, y a su vez, estos inhibidores son capaces de mitigar la produccién de
productos finales de glicosilacién avanzada toxicos y de sorbitol (Nishikawa et al., 2000;
Widlansky & Gutterman, 2011b). La expresion de moléculas de adhesion celular en la
superficie endotelial depende de los ROS mitocondriales en condiciones de glucosa
elevada (Basta et al., 2005; Srinivasan et al., 2003; Widlansky & Gutterman, 2011Db).

La exposiciéon de células endoteliales a altas concentraciones de acidos grasos
libres (lisofosfatidilcolina y &cido linoléico) incrementa el AW, los ROS mitocondriales yla
NFkB en células endoteliales de arteria aorta humana (Lee et al., 2005; Widlansky y
Gutterman, 2011b). Cada una de estas respuestas es inhibida por la sobreexpresion de
UCP2, demostrando que las reducciones en los ROS mitocondriales se encuentran
ligadas a reducciones en el AW, mejorando la funcién endotelial. Resultados similares
se han descrito en arteria aorta de rata en la cual la sobreexpresion de UCP2 revirti6 la
disfuncion endotelial inducida por la lisofosfatidilcolina (K.-U. Lee et al., 2005; Widlansky
& Gutterman, 2011b; Williams et al., 1998).

Se ha demostrado que los ROS mitocondriales generados por una alta
exposicion a glucosa son capaces de inhibir la enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (Zhang et al., 2023). Este proceso conduce a la inhibicion de la

glucadlisis y la subsecuente acumulacion de gliceraldehido-3-fosfato, fructosa-6-fosfato y
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glucosa. La acumulacién de estos productos activa multiples mecanismos que
contribuyen a las complicaciones vasculares diabéticas como son la activacion de la
PKC, la produccion de AGEs y sorbitol (Brownlee, 2001; Widlansky & Gutterman, 2011b).
Estudios in vivo han verificado que la hiperglucemia conduce a la disfuncién endotelial a
través de un exceso de estrés oxidativo y una disminucion de la biodisponibilidad de NO
(Widlansky & Gutterman, 2011b; Williams et al., 1998). Esto se ha visto reflejado en
experimentos con células endoteliales aodrticas bovinas expuestas a altas
concentraciones de glucosa en las cuales se incrementa la metilaciéon de la histona H3K4
y se reduce la metilacion de H3K9. Estos cambios epigenéticos conducen a la activacion
cronica de NFkB lo que da lugar a la inflamacién endotelial y a la reduccion de la
biodisponibilidad de NO (Keating y El-Osta, 2012; Pirola et al., 2011; Widlansky y Hill,
2018). Esta reducciéon en la vasodilatacién también se ha observado en pacientes
diabéticos que mejoraron tras el tratamiento antioxidante (Beckman et al.,2001; Taddei
et al., 1998; Timimi et al., 1998; Widlansky & Gutterman, 2011b).

Las oxLDL contribuyen al desarrollo de la ateroesclerosis (Stocker & Keaney,
2004; Widlansky & Gutterman, 2011b). Los ROS mitocondriales son importantes en la
generaciéon de oxLDL en células endoteliales (Mabile et al.,, 1997; Widlansky &
Gutterman, 2011b). A su vez las oxLDL pueden inhibir la ETC resultando en un
incremento de la produccién de ROS mitocondriales (Roy Chowdhury et al., 2010;
Widlansky & Gutterman, 2011b).

El desarrollo de hipertensién se encuentra asociado a una elevacion de los
niveles de superéxido en el tejido vascular, mientras que el uso de scavengers reduce
la presién arterial en modelos animales de hipertensién (Laursen et al., 1997; Miyagawa
et al., 2007; Nakazono et al., 1991; Schnackenberg et al., 1998; Widlansky & Gutterman,
2011b). También se ha visto como la NADPH oxidasa juega un papel clave en el inicio
de la hipertension asociada al estrés oxidativo (Harrison & Gongora, 2009; Hoch et al.,
2009; Widlansky & Gutterman, 2011b). Tanto la NADPH oxidasa como la mitocondria
generan un exceso de ROS en diferentes modelos de hipertensién (Pueyo et al., 2000;
Widder et al.,, 2009; Widlansky & Gutterman, 2011b). La sobreexpresién de la
tiorredoxina-2 en modelos de ratén transgénico reducen la produccion de superéxido y
disminuye los efectos hipertensivos de la infusion de angiotensina Il (Widder et al., 2009;
Widlansky & Gutterman, 2011Db).

El dafio oxidativo afecta también al mtDNA el cual codifica proteinas importantes
como el complejo | o la ATP sintasa cuya alteracion puede conducir a un incremento de

la produccion de ROS, por lo que la generacion de ROS produce a su vez mas ROS
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(Nijtmans et al., 2001; Widlansky & Gutterman, 2011b). Estos dafios en el mtDNA se han
viso reflejados en mayor medida en regiones de tejido humano arterial que presentaban
ateroesclerosis respecto a aquellas regiones de los mismos pacientes que no
presentaban ateroesclerosis (Ballinger et al., 2002; Widlansky & Gutterman, 2011b).En
modelos de ratén ApoE-knockout, el dafio en el mtDNA precede el desarrollo de lesiones
ateroesclerdticas (Ballinger et al., 2002; Widlansky & Gutterman, 2011b). Cuando se
induce una sobreexpresion transgénica de tiorredoxina-2 en el mismo modelo de ApoE-
knockout se reduce la formacion de placas ateroescleréticas, asi como se mejora la
funcion endotelial (Widlansky & Gutterman, 2011b; Zhang et al., 2007).

1.3.2.3. Relacion entre el estrés del REy ladisfuncion mitocondrial

El RE y la mitocondria son dos organulos que interactian entre ellos a través de
uniones que les permiten el intercambio de lipidos y calcio entre otros metabolitos
(Kornmann, 2013). Estas uniones se conocen como membranas mitocondriales
asociadas a RE (MAMs) y juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis y procesos de sefializaciéon celular (Kornmann, 2013). Ejemplo de ello es
el incremento en el nimero de estas uniones MAMs en situaciones de estrés
aumentando la transferencia de iones Ca?" con el fin de adaptar la célula a las
condiciones de estrés que requieren un aumento de la producciéon metabdlica (Kopec et
al., 2010).

En situaciones de estrés crénico la sobrecarga de Ca?* conlleva la activacion de

la respuesta apoptética y con ello la muerte celular (Decuypere et al., 2011).

También se ha visto que la pérdida de funcién de MAM-asociada a Mfn2 afecta
la sefializacion de la insulina en el higado, como se refleja en la fosforilacién defectuosa

del receptor de insulina y la fosforilacion de Akt (Sebastian et al., 2012).

En ratones ob/ob y en ratones alimentados con una dieta alta en grasas y
sacarosa, la integridad de MAM se ve alterada en el higado y el tratamiento antidiabético
mejora la comunicacion entre el reticulo endoplasmico y las mitocondrias (Tubbs et al.,
2014). Ademas, en el higado de ratones alimentados con una dieta alta en grasas, se
ha reportado una notable reorganizacion de los MAMs que resulta en una sobrecarga de

Ca?" en las mitocondrias (Arruda et al., 2014).

La sobrecarga de Ca?' mitocondrial y el estrés oxidativo comprometen la

capacidad de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y aumenta a su vez el estrés oxidativo.
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Ademas, la rgpida induccion de la respuesta de estrés del reticulo endoplasmico
(ER) con tunicamicina provoca cambios en los MAM, lo que indica que el estrés del RE
regula el didlogo con las mitocondrias independientemente de la obesidad. Sin embargo,
no esta claro si la respuesta de estrés del RE regula la funcion mitocondrial (Rainbolt et
al.,2014) o, por el contrario, la respuesta de estrés del RE surge como resultado de una

disfuncion mitocondrial (Kozlov et al., 2009; Safiedeen et al., 2016).

Lu y colaboradores descubrieron que una dieta alta en grasas rica en acido graso
saturado palmitato induce la inflamacién de las mitocondrias y se extiende al RE en
células endoteliales de la aorta de ratones. Estos cambios morfologicos estan asociados
con un aumento de ROS, una sobreexpresion de marcadores de estrés del RE y

resistencia a la insulina y disfuncién endotelial (Lu et al., 2013).

Cuando las células endoteliales se exponen a condiciones de
isquemia/reperfusion, que es una fuente robusta de ROS, se produce un aumento del
flujo de Ca?* desde el reticulo endoplasmico hacia las mitocondrias a través de las
interacciones MAM, y la alteracién de los MAM protege a las células endoteliales del

dafio por isquemia/reperfusién (He et al., 2015).

Curiosamente, la morfologia y funcién tanto del RE como de las mitocondrias en
las células endoteliales dependen del NO. De hecho, se ha demostrado que una
reducida disponibilidad de NO induce un cambio de estructura de los tabulos a laminas
en el RE, la fragmentacion del aparato de Golgi y un aumento de la fibrilaridad de las
mitocondrias, lo cual se asocia con el desarrollo de un fenotipo prosecretor en las células
endoteliales (Lee et al., 2013).
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. HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Debido a su estrecha asociacion con factores de riesgo como la hipertension,
diabetes, dislipidemia, obesidad y tabaquismo, la DE se considera en la actualidad una
manifestacion temprana de desordenes subclinicos sistémicos que conducen a la
enfermedad cardiovascular y un sintoma centinela de enfermedad arterial coronaria
(Gandaglia et al., 2014; Montorsi et al., 2006; Vlachopoulos et al., 2013b). La evidencia
clinica y experimental demuestra que la disfuncién endotelial es el vinculo entre la
disfuncion eréctil y la enfermedad cardiovascular, y representa el punto de partida en la
patogénesis de la disfuncion eréctil vasculogénica (Kirby et al., 2005). La disfuncién
endotelial es un fenotipo endotelial mal adaptado al estrés metabdlico, mecanico y/u
oxidativo, caracterizado por la alteracién de la vasodilatacion donde el NO esta
comprometido, y de la funcion de barrera del endotelio, asi como por el incremento en
la expresion de factores pro-inflamatorios y pro-tromboticos en la pared vascular (Prieto
et al., 2014).

Por otro lado, los desdrdenes metabodlicos como la resistencia a la insulina, la
diabetes, dislipidemia y obesidad, conjuntamente conocidos como sindrome metabdlico,
representan factores de riesgo implicados en la patogénesis de enfermedad
cardiovascular y de la disfuncion eréctil, siendo la hiperglucemia, la dislipidemia y la
hipertension, los principales determinantes de riesgo de disfuncién eréctil (Corona et al.,
2023; Esposito & Giugliano, 2005). Una amplia evidencia experimental obtenida en tejido
eréctil de pacientes diabéticos y en modelos animales de diabetes y de obesidad
genética-sindrome metabdlico, demuestran que la disfuncion endotelial con alteracion
de la disponibilidad y las vias de sefializacion del NO, el incremento de la
vasoconstriccion, el estrés oxidativo y la inflamacion son la causa de la disfunciéon
vascular que subyace a la disfuncién eréctil (Angulo et al., 2010; Azadzoi & Saenz de
Tejada, 1992; Contreras et al., 2010; Sanchez et al., 2012a, 2014, Villalba et al., 2009;
Wingard et al., 2007).

Las investigaciones realizadas en la ultima década indican que la disfuncion
mitocondrial y el estrés del RE estan involucrados en las complicaciones vasculares de
estados de resistencia a la insulina como la obesidad y la diabetes. El estrés del RE
altera las vias de sefializacion de la insulina, la produccién de NO y la vasodilatacion,
promueve estrés oxidativo, inflamacién y apoptosis (Agouni et al., 2014; Galan et al.,
2014; Ozcan et al., 2004). La disfuncion mitocondrial altera la funcién vascular mediante
alteraciones en la biogénesis y en la bioenergética mitocondrial que conducen a estrés

oxidativo y apoptosis (Tang et al., 2014). La hipétesis de la presente tesis es que la
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alteracion mitocondrial y el estrés del RE subyacen a la disfuncion endotelial en la DE
asociada a la enfermedad metabdlica.

El objetivo general de esta tesis doctoral fue determinar el papel de la disfuncion
mitocondrial y del estrés del RE en la patogénesis de la disfuncién vascular peneana,
como sustrato de la disfuncion eréctil asociada a la obesidad. De forma especifica, los

objetivos de este trabajo han sido:

1. Determinar el papel de la mitocondria en la regulacion del tono arterial peneano en
condiciones fisiolégicas, mediante el uso de activadores selectivos de los canales
mitoKare y la valoracion de la participacion del endotelio vascular, el NO y los ROS

mitocondriales en los efectos vasoactivos de estos compuestos.

2. Determinar las caracteristicas de la bioenergética mitocondrial en las arterias
peneanas y de su posible regulacion por el NO y por la activacion de los canales

mito Katp.

3. Valorar el posible papel de la disfuncién mitocondrial en la disfuncion endotelial y
vascular de las arterias peneanas en la obesidad y estados de resistencia a la
insulina, utilizando un modelo en rata de obesidad inducida por dieta con el fin de

determinar:
a. Las alteraciones de la funcién endotelial.
b. Los cambios en la produccion de ROS mitocondriales
c. Las alteraciones en el perfil de la bioenergética mitocondrial
d. Las variaciones en los marcadores de estrés del RE.

4. Determinar los mecanismos de estrés del RE que subyacen a la disfuncion endotelial
y vascular peneana utilizando un modelo en rata de estrés del RE inducido por

tunicamicina, para valorar:
a. Las alteraciones de la funcién endotelial.
b. Los cambios en la produccion de ROS mitocondriales.

c. Las alteraciones en el perfil de la bioenergética mitocondrial.
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. MATERIAL Y METODOS






3.1. MATERIAL BIOLOGICO

El manejo de los animales en el estudio actual se realizé6 conforme a las
normativas vigentes en materia de proteccibon de animales destinados a la
experimentacion y otros propésitos cientificos (R.D. 1201/2005). Todos los protocolos
experimentales se ajustaron a las Directrices de la Union Europea para el cuidado y
proteccion de animales utilizados con fines cientificos (Directiva de la Unién Europea
2010/63/UE) y fueron aprobados por los Comités Institucionales de Cuidado y Uso de
Animales de la Universidad Complutense y la Comunidad de Madrid (Ref. PROEX
192.3/20).

Para la realizacion de los experimentos se han utilizado ratas Wistar de
aproximadamente 4 meses (16-18 semanas). Los animales fueron mantenidos en
condiciones controladas de temperatura (23 £ 1°C), humedad relativa (40-60%) y luz
12:12 hr del ciclo luz/oscuridad en las instalaciones del animalario del departamento de
Fisiologia de la Faculta de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, donde

fueron alimentados con pienso y agua ad libitum hasta el momento de su sacrificio.

En el presente estudio se ha utilizado el modelo en rata de obesidad inducida
por dieta para el estudio de la influencia de la obesidad en la funcién vascular peneana.
Este modelo es desarrollado a través de la ingesta a demanda de una dieta alta en grasa

(60%) High Fat Diet en ratas recién destetadas, suministrada durante 4 meses.

También se ha utilizado como modelo de obesidad genética la rata de Zucker
obesa (RZO) y la rata Zucker lean (RZL) como control sano. Los RZO son animales que
presentan una mutacién en el gen que codifica para el receptor de leptina, lo que los
lleva a perder la sensacion de saciedad simulando un estado de ayuno constante, lo que
provoca que se alimenten de manera descontrolada y desarrollen obesidad y sindrome
metabdlico. Para este estudio, se emplearon animales macho suministrados por Charles

River Laboratories S.A. (Barcelona, Espafa).

Como modelo de estrés del RE se ultilizaron ratas Wistar de 4 meses en las
cuales se inyectd una solucion de tunicamicina (0,75 mg/kg) cada dos dias durante dos

semanas y en el caso de los controles, una solucion del vehiculo etanol (96°, 200 uM).

El mismo dia del experimento los animales fueron pesados y se tomaron
muestras de sangre para la determinacion de los niveles de glucosa, colesterol total,

triglicéridos y lactato mediante kits comerciales.
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Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical, método de sacrificio
permitido ya que las ratas pesan menos de 500g segun la Directiva de la Unién Europea
2010/63/UE o también previa anestesia con CO. Yy posterior decapitacion en el caso de
ratas con un peso mayor de 500g. Inmediatamente se procedio a la diseccion y montaje

de las arterias peneanas dorsales.

3.2. MATERIAL DE LABORATORIO

3.2.1. Instrumentacion general

Los aparatos utilizados para la preparacién de soluciones y medios fisiolégicos

se enumeran a continuacion:
-Agitadores magnéticos

-Balanza de precision Sartorius
-pHmMetro Crison

-Sistema de filtracion Mili-Q (Milipore ™)

-Termostato de inmersion B. Braun, modelo Thermomix 1420

3.2.2. Equipamiento para el registro de latension isométrica arterial

-Fuente de luz fria Leica, para la diseccién y montaje de las preparaciones arteriales
-Microscopio estereoscopico Leica

-Miografos vasculares dobles y de cuatro canales de 10 mL de capacidad con
temperatura regulada y transductores de fuerza isométricos (Danish Myo Technology,

Dinamarca).

-Powerlab, software informatico de adquisiciobn de datos para el registro digital de la

fuerza en tiempo real.
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3.2.3. Equipamiento paralas medidas de bioenergética mitocondrial
-Analizador XF HS (Seahorse, Agilent)

-Placas de calibracion y analisis de 8 pocillos

3.2.4. Equipamiento paralas medidas de especies reactivas de oxigeno
-Fluorimetro (BMG Fluostar Optima)

-Placa multipocillos negra

-MitoSOX™ Red mitocondrial superoxide indicator 5uM

-Kit Amplex Red assay (Thermo Fischer Scientific Life Technologies SA, Madrid)

3.2.5. Equipamiento para laidentificacion de proteinas por Western
Blotting

-Agitadores con distintas velocidades para las cubetas de Western Blotting.
-Centrifuga.

-Cubetas, sandwicheras perforadas y generador de campo ortogonal, para la

transferencia proteica desde el gel a una membrana (Bio-Rad, Gran Bretafia).

-Cubetas y generador de campo para la separacion proteica por electroforesis

(Invitrogen).
-Geles de poliacrilamida NUPAGE® 4-12% Bis-Tris-Gel (Invitrogen).
-Lector de absorbancia colorimétrica.

-Placas de 96 pocillos para la lectura de absorbancia.

3.3. REACTIVOS

Para la realizacién de los experimentos se utilizaron los siguientes farmacos y

reactivos:

-Acetilcolina (ACh) clorato (Sigma Aldrich, Espafia).
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-Acido 5-Hidroxidecanoico (5-HD) (Sigma Aldrich, Espafa).
-Antimicina A (Sigma Aldrich).
-BMS-191095 (Sigma Aldrich, Espaia).

-Cianuro de carbonilo 4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) (Sigma Aldrich).

-Cocktail inhibidor de proteasas (Roche, Espaiia).
-Diazoxido (Sigma Aldrich, Espafia).

-EGTA (Acido etilenglicol bis (2-aminoetiléter) N,N,N’,N’ tetra-acético) (Sigma Aldrich,

Espafia).

-Femtol (Thermo Fischer Scientific, USA).

-Glibenclamida (Sigma Aldrich, Espafia).

-Glicina (Thermo Fischer Scientific, USA).

-HEPES sal de sodio (Sigma Aldrich, Espafia).

-L-Fenilefrina (Phe) hidroclorato (Sigma Aldrich, Espafia).

-LY-294002 hidroclorato, inhibidor selectivo de PI3K (Tocris, Reino Unido).
-Ne-Nitro-L-Arginina (L-NNA), inhibidor de NOS (Sigma Aldrich, Espafia).
-Oligomicina (Sigma Aldrich, Espafia)

-Ortovanadato sédico, inhibidor de fosfatasas (Calbiochem, Alemania).

-Patron molecular, Precision Plus ProteinTM KaleidoscopeTM Standards (Bio-Rad,

Gran Bretafa).
-Reactivos A, By C, Dc Protein Assay Reagents (Bio-Rad, Gran Bretaria).

-Rojo Ponceau S, solucién al 0,1% (p/v) en 5% (v/v) de acido acético (Sigma Aldrich,

Espafia).
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-Rotenona (Sigma Aldrich).

-SDS 2X Solucion al 20% (Euromedex, Francia).

-Tampon de carga, NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X) (Invitrogen, Gran Bretaiia).
-Tris HCI, Trizma® Base, 99,9% tritation (Sigma Aldrich, Espafia).

-Tween 20 (Euromedex, Francia).

3.4. SOLUCIONES

Todas las soluciones se prepararon con sales inorganicas Merck de grado
analitico, disueltas en agua desionizada de alta pureza (Mili-Q).

3.4.1. Soluciones fisiolégicas
3.4.1.1. Solucion salinafisiolégica (PSS)

La composicion de la solucién salina fisioldgica (PSS) utilizada fue la siguiente (en mM):

-Acido etilén diamino tetraacético (EDTA) 0.027
-Bicarbonato sédico (NaHCO3) 25.00
-Cloruro calcico (CaCly) 1.50
-Cloruro magnésico (MgCly) 1.20
-Cloruro potasico (KCI) 4.60
-Cloruro sédico (NaCl) 119.00
-Fosfato monopotasico (KH2PO4) 1.40
-Glucosa (CeH1205) 11.00

La solucién de PSS se preparo6 a diario diluyendo los reactivos en agua destilada
y en continua agitacion. Previamente a la adiccién de CacCl, se dejo oxigenar la solucion
durante 20 minutos con una mezcla de gases 95% O, — 5% CO3 con el fin de optimizar
el pH de esta a 7.4. La adiciébn de EDTA tuvo como objetivo retrasar la oxidacion e

impedir el crecimiento bacteriano en la solucion.
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3.4.1.2. Solucién salinaricaen potasio (KPSS)

Para la elaboracién de esta solucion se sustituyeron cantidades equimolares de
NaCl por KCI con respecto a la solucién PSS normal, de igual forma que la solucién

anterior se preparo diariamente, y su composicion fue la siguiente (en mM):

-Acido etilén diamino tetraacético (EDTA) 0.027
-Bicarbonato s6dico (NaHCO:s) 25.00
-Cloruro calcico (CaCly) 1.50
-Cloruro magnésico (MgCly) 1.20
-Cloruro potéasico (NaCl) 119.00
-Fosfato monopotéasico (KH2PO4) 1.40
-Glucosa (CeH120¢) 11.00

De igual forma, los reactivos se diluyeron conjuntamente en agua desionizada y
en agitacioén continua, para después oxigenar con carbdgeno durante 20 minutos antes

de anadir el CaCl,.

3.4.2. Tampones utilizados en Western Blotting

3.4.2.1. Tampon de lisis parala extraccion de proteinas

-SDS 1%
-Ortovanato de sodio 1mM
-Tris HCI 10mM

-Antiproteasa

3.4.2.2. Solucion tampon para la electroforesis

-Solucién 20X NuPAGE® de Invitrogen 25ml-
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Ajustando a un volumen final de 500 ml con agua desionizada

3.4.2.3. Tampon de transferencia 10X

-Tris base (250 mM) 30g
-Glicina (1920 mM) 144g
-SDS 20% (0,1% final) - 500uM 5ml

Ajustando a un volumen final de 1 litro con agua desionizada

3.4.2.4 Tampon de transferencia 1X

-Tampon de transferencia 10X 100ml
-Metanol (20%) 200ml

Ajustando a un volumen final de 1 litro con agua desionizada

3.4.2.5. TBS-T 10X:

-Tris base (200 mM) 24.2 9
-NaCl (615 mM) 80¢g
-Agua desionizada 800 ml

-AjustarelpHa 7,8
-Tween 20 (1%) 10 ml

Ajustando a un volumen final de 1 litro con agua desionizada

3.4.2.6. TBS-T 1X

-TBS-T 10X 100 ml

Ajustando a un volumen final de 1 litro con agua desionizada
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3.4.2.7. Solucion de strip

-Glicina (2 M) 150 g
-Agua desionizada 800 ml
-Tween 20 (1%) 10 ml-
- SDS 20% (1% final) 50 ml
Ajustando a un volumen final de 1 litro con agua desionizada y a un pH de 2,2.

3.4.3. Soluciones para los estudios morfolégicos

3.4.3.1. Tampodn fosfato salino (PBS)

Ajustando el pH a 7.4, su composicion en concentraciones mM es:

-NaCl 137.0
-KCl 2.6
-KH2PO,4 1.5
-NaHPO4 8.1
3.4.4. Soluciones para estudios bioenergéticos mitocondriales

3.4.4.1. Medio Seahorse para analisis

Glucosa 5.0 mM
Piruvato 2.0mM
Glutamina 2.0mM
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3.5. METODOLOGIA PARA LOS ESTUDIOS FUNCIONALES

3.5.1. Estudio de lareactividad arterial
3.5.1.1. Preparaciony diseccion de las arterias

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron arterias peneanas de ratas
Wistar de 5 meses de edad, que fueron sacrificadas por dislocacion cervical y posterior
exanguinacion. El pene y los cuerpos cavernosos se extrajeron de la rata recién
sacrificada y se mantuvieron en PSS a 4-8°C para la inmediata diseccion de las arterias
dorsales peneanas y los cuerpos cavernosos, con ayuda de un microscopio
estereoscopico y una fuente de luz fria, retirando el tejido conjuntivo y adiposo (pene) y
abriendo la tunica albuginea y extrayendo el cuerpo cavernoso con la ayuda de pinzas
y tijeras de microdiseccion utilizadas habitualmente en cirugia oftadlmica, obteniendo
segmentos arteriales de segundo orden de la arteria peneana dorsal de

aproximadamente 2 mm de longitud.

3.5.1.2. Montaje de las arterias en el miografo

Los segmentos de la arteria dorsal peneana fueron montados en paralelo en
midgrafos microvasculares de dos y de cuatro canales insertando dos alambres de
tungsteno de 40 um de didmetro a través de la luz vascular, anclando los extremos de
los mismos a unos tornillos. Cada uno de los canales que componen el midgrafo se
encuentra conectado por un lado a un transductor de fuerza isométrico, que registra los
cambios de tensidn en las arterias, y por otro, a un tornillo micrométrico que regula la
separacion entre los alambres que atraviesan el segmento arterial y que permite el

calculo del diametro arterial in situ (Mulvany & Halpern, 1977).

3.5.1.3. Normalizacion de las arterias

Tras el montaje en el miografo de los segmentos arteriales, estos se
mantuvieron durante 30 minutos en PSS a una temperatura de 37°C y aireadas con
carbégeno (95% O,/ 5% COz) con el fin de mantener un pH de 7.4. Una vez
estabilizados, se aplic6 un diametro optimo de trabajo (l1) para cada preparaciéon. Para
ello se calcul6 la relacion existente entre la tensién en reposo de la pared vascular y la
circunferencia interna del vaso para calcular la circunferencia interna (Lioo)
correspondiente a una presion transmural de 100 mm de Hg para un vaso relajado in situ.

A continuacion, para cada segmento, se aplicd gir6 el tornillo micrométrico hasta
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conseguir una circunferencia interna L1=0.9 x Ligo, circunferencia a la cual el desarrollo
de la fuerza es méximo. El calculo del diametro luminal interno efectivo se determiné

como |; = Li/mm (Mulvany & Halpern, 1977).

3.5.1.4- Protocolos experimentales para los estudios funcionales

La integridad funcional del endotelio vascular fue puesta de manifiesto al afladir una
dosis de acetilcolina (ACh) de 10 uM a cada segmento vascular previamente contraido con
fenilefrina (Phe, 1uM).

Con el objeto de caracterizar las funciones vasculares de los abridores de canales
mitoKarp diazoxido y BMS191095, las vias de sefializacion que desencadena este ultimo, asi
como las posibles alteraciones bajo condiciones de sindrome metabdlico se realizaron los

siguientes protocolos experimentales.

Se realizaron curvas concentracion respuesta (CCR) de diazéxido y BMS191095 en
dosis semilogaritmicas crecientes (107 M — 3-10° M) en arterias previamente precontraidas
durante 10 min con Phe. El tiempo de espera entre las dosis de ambos compuestos fue de

aproximadamente 10 minutos.

Con el objetivo de evaluar el papel del endotelio vascular en la respuesta inducida por
el BMS191095 en las arterias peneanas, se retird previamente el endotelio de manera mecanica
mediante la friccién de la luz vascular con un cabello humano en el caso de las arterias
peneanas (diametro 100-150 pM). Posteriormente, se comprob6 la viabilidad de las
preparaciones estimulandolas con KPSS durante 3 minutos. La ausencia de endotelio funcional
se comprobd por la falta de relajacién ante una dosis Unica del agonista endotelial ACh (10°)

en arterias precontraidas con Phe (1uM).

La participacion del NO endotelial en las relajaciones dependientes del endotelio
producidas por BMS191095, se determind en presencia y en ausencia del inhibidor selectivo de
la NOS L-NOARG (100 pM). La implicacion de la via PI3K/Akt fue determinada con LY-294002
(3 pMm).

Se utilizaron los agentes bloqueantes de canales mitoKare 5-HD (1 pM), de canales de
Katp del plasmalema glibenclamida (0.1 pM) y de canales BKca iberotoxina (30Nm) para
confirmar la participacion de dichos canales en la funcion vascular de BMS191095 y del donante
de NO exdgeno (SNAP) en CCR con dosis logaritmicas en el caso de BMS191095 (107'M —
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10° M) y dosis semilogaritmicas en el caso de SNAP (108M — 3-10° M). Asi como, se estudié
la accion del NO exdgeno sobre los canales mitoKare del MLV en arterias las cuales fue retirado

mecanicamente el endotelio y en presencia/ausencia del bloqueante de mitoKarp 5-HD (1 uM).

Se estudié la funcién vascular de BMS191095 en arterias peneanas de ratas OZR vs
LZR en CCR con dosis logaritmicas de BMS191095 (10" M-10°M).

Con el objeto de evaluar la funcién endotelial y las relajaciones por isoprenalina en el
modelo de obesidad inducida por dieta, asi como el papel de los ROS y los mtROS en dichas
relajaciones arteriales se realizaron CCR de ACh (10® M — 3-10° M) y de isoprenalina (108 M
—3-10° M) en arterias peneanas HFD y STD. Tras ello, se incubaron durante 30 minutos con el
antioxidante mitocondrial mitoTempo (0.03 uM) y el inhibidor de la Nox apocinina (10 uM) y se
repitieron las CCR de ACh (108 M — 3-10°M).

Se estudié también la funcién vascular de BMS191095 en arterias peneanas de ratas
HFD con dosis semilogaritmicas (108 M — 10° M).

Se evaluo la respuesta contractil en el modelo de estrés del RE mediante CCR de Phe
(10® M - 3-10° M), asi como la funcién endotelial, las relajaciones por isoprenalina y la accién
de los mtROS y ROS mediante CCR de ACh (10® M — 3-10°°M) e isoprenalina (10 M — 3-10°
M) y posterior incubacion durante 30 minutos con mitoTempo (0.03 uM) o el inhibidor de la Nox

apocinina (10 uM).

3.6. DETERMINACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
3.6.1.1. MitoSOX

Se determinaron los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS — Reactive
Oxygen Species) producidos por las mitocondrias en arterias y en cuerpos cavernosos
(CC) de ratas Wistar preincubadas con BMS-191095 y en arterias y cuerpo cavernosos

de ratas HFD comparados con sus respectivos controles.

Para ello se disecaron arterias peneanas dorsales y se dividieron en segmentos
homogéneos, y de igual forma con cada uno de los dos cuerpos cavernosos de la rata.
Las muestras fueron incubadas en los pocillos de una placa de multipocillos negra en
PSS (80 uL) y el indicador de superdxido mitocondrial MitoSOX™ Red mitochondrial
superoxide indicator 5 pM (20 pL). Se dej6é una primera columna de blanco y se

colocaron las muestras a partir de la siguiente (ver imagen abajo). En el caso de las
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arterias preincubadas con BMS-191095 (100 uM) se afiadi6 1 pyL para obtener una
concentracion de 1 uM en cada pocillo tratado 15 minutos antes de llevar a cabo las
medidas y a 37°C.

Una vez dentro de la mitocondria el MitoSOX™ Red es rapidamente oxidado
por los radicales superdxido y exhibiendo una fluorescencia roja que es captada por el
fluorimetro. El MitoSOX™ Red mitocondrial superoxide indicator tiene una longitud de
onda de excitacion/ emision maxima de aproximadamente 510/580 nm. Las placas con
las muestras se introducen para las medidas en el lector de fluorescencia BMG Fluostar

Optima.

3.6.1.2. Amplex Red

Se determinaron los niveles de peroxido de hidrégeno (H.O.) en arterias
peneanas y cuerpo cavernoso de ratas Wistar preincubadas con BMS-191095, en
arterias y cuerpo cavernoso de ratas HFD y sus respectivos controles, asi como en ratas
tratadas con tunicamicina y sus controles. Para ello se utilizé un kit de Amplex Red assay
(Thermo Fischer Scientific, Life Technologies SA, Madrid, Spain). El reactivo Amplex
Red es un sustrato fluorogénico para la peroxidasa, es decir, es una sonda altamente
sensible y estable para el H,O.. En presencia de peroxidasa de rabano (HRP), el reactivo
Amplex Red reacciona en una estequiometria 1:1 con H»O; para producir resorufina un

compuesto altamente fluorescente.

Las muestras de tejido fueron equilibradas en solucién salina PSS durante 30
minutos a temperatura ambiente y mas tarde incubadas en ausencia (basal) y presencia
del activador de canales mitoKarp BMS-191095 15 minutos antes de realizar las medidas.
Tras ello, las muestras fueron transferidas a una placa multipocillo negra con Amplex
Red (10 mM) y HRP (10 U-mL™), y algunas de ellas fueron estimuladas con NADPH (100
MM) justo antes de la determinacion del H2O,. La fluorescencia fue medida usando un
fluorimetro (BMG Fluostar Optima), con un filtro de excitacion de 544 nm vy un filtro de
emision de 590 nm. La fluorescencia de fondo fue sustraida de los valores medidos a
través de diferentes condiciones experimentales y la produccion de H.O: fue normalizada

con el peso del tejido seco.

3.7. MEDIDAS DE LOS PARAMETROS BIOENERGETICOS

Se realizaron medidas de la bioenergética mitocondrial en muestras de arterias
peneanas dorsales aisladas, utilizando un analizador XF HS (Seahorse, Agilent) que

permite determinar y analizar el consumo de O, (OCR) y la acidificacion extracelular
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(ECAR).

Se valoro el efecto del activador de los canales mitoKarp, del donante de NO
SNAP y del bloqueo de la sintesis de NO enddgeno con L-NOARG sobre la respiracion
mitocondrial. Asimismo, se determinaron las caracteristicas de la bioenergética
mitocondrial de las arterias peneanas de rata HFD y de ratas con estrés del RE

comparadas con sus controles.

El dia antes del experimento se dejaron las placas de calibracion hidratandose
con agua destilada a 37 °C. El dia del experimento se retira el agua destilada de los
pocillos de la placa de calibracién y se afiaden las siguientes cantidades de los
moduladores de la respiracion mitocondrial 20 pL de oligomicina, 22 pL de FCCP y 25
KL de rotenona/antimicina en los inyectores, para dar concentraciones finales de 50 pM,
50 uM y 10 uM respectivamente en el orden en que seran inyectados durante el andlisis.
La oligomicina actla inhibiendo la sintesis de ATP (complejo V de la cadena de
electrones), y es inyectada en primer lugar durante el ensayo. Su actuacion resulta en
una reduccion del flujo de electrones a través de la ETC y ello conlleva una reduccion
en la respiracion mitocondrial. El carbonil cianuro-4 (trifluorometoxi) fenilhidrazona
(FCCP) es un agente desacoplante que colapsa el gradiente de protones y que altera el
potencial de membrana mitocondrial. Se inyecta en segundo lugar tras la oligomicina.
Como resultado el gradiente de electrones a través de ETC es desinhibido y el consumo

de oxigeno a través del complejo 4 alcanza su maximo. Esta medida del OCR puede

ser usada para calcular la capacidad respiratoria de reserva a través de la diferencia
entre la respiraciébn maxima y la respiracion basal. La capacidad respiratoria de reserva
es una medida de la capacidad de la célula de responder a un incremento a la demanda
de energia o bajo condiciones de estrés. La tercera y Ultima inyeccién es una mezcla de
rotenona (un inhibidor del complejo I, y antimicina, un inhibidor del complejo Il
mitocondrial). La combinacién de ambos agentes suprime la respiracién mitocondrial y
permite el calculo de la respiracidbn no-mitocondrial que tiene lugar fuera de la

mitocondria.

Una vez extraidos, los segmentos arteriales fueron colocados inmediatamente
en los pocillos de la placa de andlisis y estabilizados con medio de Seahorse (mantenido
a 37°C durante 20 minutos) en aquellas muestras basales y 160 pL del medio y 20 pL
de BMS (100 pL).

Los datos del OCR fueron normalizados por area de arteria (segun longitud y diametro).
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Figura 4. Representacion esquematica de Mito Stress Test. El analizador Agilent Seahorse
XFe24 mide los valores de OCR en estado basal y tras la inyeccion de oligomicina, FCCP y
antimicina A/rotenona, con tres ciclos de medida en cada uno, tanto en el estado basal como en
la inyeccién de cada uno de los compuestos. Los parametros clave de la funcién mitocondrial
tales como respiracion basal, produccién de ATP, fuga de protones, la capacidad respiratoria de
reserva y la respiracion no mitocondrial pueden ser interpretadas tal y como se muestra en la
figura

3.8. ANALISIS DE WESTERN BLOT
3.8.1.1. Preparacion de geles

La separacion de proteinas se llevd a cabo mediante el uso de geles de
electroforesis de Tris/glicina SDS-Poliacrilamida, con distintas concentraciones de
acrilamida. Antes de comenzar, es esencial verificar que las carcasas que sostienen los
geles no presenten pérdidas de tampdn de electroforesis. Posteriormente, se procede a
la preparacion de los geles separadores. Una vez incorporados a los moldes donde se
permitira la polimerizacién, se afiade isopropanol al 60% para asegurar que los geles se
ubiguen completamente rectos en la porcién superior. Después de la gelificacion, se
elimina el isopropanol mediante lavado con agua destilada, se preparan los geles
concentradores y se aplican sobre los separadores. Antes de que los geles
concentradores polimericen, se colocan los peines para formar los pozos donde
posteriormente se cargard la muestra. Los peines se retirardn previo a la carga de la

muestra.
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Gel separador de electroforesis de 6,5%

H.O destilada 2,45 ml
Acrilamida/bisacrilamida (30)% 2,18 ml
Tampon A 5,06 ml
APS 10% 56,2 ul
TEMED 28,1 ul
Gel separador de electroforesis
Gel 8% Gel 10% Gel 12%
H>O destilada
4,6 ml 4,0ml 3,2ml
Acrilamida/
Bisacrilamida (30%) 2,7ml 3,3mi 4ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5ml 2,5ml 2,5ml
SDS 10% 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
APS 10% 0,11 0,1mi 0,1 ml
TEMED 6 ul 4ul 4ul
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Gel concentrador de electroforesis

Preparacion de Tampon Ay Tampon B

Tampdn A Tampo6n B
Tris-HCL 90,19 Tris-HCL 30,29
SDS 29 SDS 29
Ajustar pH a 8,8 y H20 destilada hasta 1 | Ajustar pH a 6,8 y H20

destilada hasta 1 |

3.8.1.2. Preparacion de muestras para electroforesis

Una vez determinada la concentracion de proteinas mediante el
espectrofotometro, se realizan los calculos necesarios para asegurar que en cada pocillo
se agregue la misma cantidad de proteina en microgramos (ug), tampon de carga (1X)y
tampon de lisis con inhibidor de proteasas. Se carga cada pocillo del gel concentrador.
Para cada tipo de tejido, se ajusta la cantidad de proteina segun lo necesario para llevar

a cabo el andlisis.

Tampon de carga

SDS 29

Trizma-base 8ml
B-mercaptoetanol Imi
Azul de bromofenol 4amg
Glicerol 10ml

Ajustar pH a 6,8 y H20 miliQ hasta 1l

3.8.1.3. Electroforesis

En el proceso de separacion de proteinas en los geles, previo a la carga, se
introducen en las camaras de electroforesis y se agregan 500 ml de tampoén de

electroforesis 1X (compuesto por 100 ml de tampén de electroforesis 5X diluido en 400
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ml de agua destilada), asegurandose de que los geles estén completamente sumergidos
en el tampon. Las muestras se incuban a 95°C durante 5 minutos y se llenan los pocillos
con 16 pl de muestra, reservando el primer pocillo para cargar 5 pl de un marcador de
pesos estandar para gel (Precision Plus Protein, cat 161-0374 Bio-Rad). Se coloca la
tapa en la carcasa, la cual contiene los electrodos conectados directamente a una fuente
de alimentacion con un voltaje constante de 130V. Cuando el frente de migracion de las
proteinas casi alcanza el extremo del gel, se detiene la electroforesis para evitar que la
muestra se escape por la parte inferior de los cristales.

Composicion del tampén de electroforesis 5X

Tampon de electroforesis 5X

Glicina 729
Tris-HCL 159
SDS 5¢g

Ajustar H20 destilada hasta 1 |

3.8.1.4. Transferenciadel gel de electroforesis a una membrana

Después de haber separado las proteinas segun su peso molecular, es necesario
transferirlas a un medio mas manejable que un gel. En este caso, seemplearon
membranas de PVDF (Polyvinylidene Fluoride Immobilon-P membrane, Millipore,
Burlington, MA, EE. UU.). Este proceso se conoce como transferencia. Para llevar a cabo
esta etapa, se prepara un gel absorbente (Extra thick Blot Paper, Bio-Rad,EE. UU.) que
se sumerge en tampoén de transferencia 1X y se mantiene idealmente en frio hasta su
uso. Las membranas de PVDF se cortan a la medida deseada, ligeramente mas grandes
qgue el gel (9 x 6,5 cm), y se activan sumergiéndolas en metanol, agua y tampoén de
transferencia 1X, durante 5 minutos en cada uno de los liquidos y en ese orden. Después
de este proceso, se coloca el papel absorbente en el sistema de transferencia, seguido
de la membrana de PVDF, el gel y otra hoja de papel absorbente.En cada paso, es
necesario presionar ligeramente cada componente con un rodillo para evitar la formacion
de burbujas de aire que puedan obstruir el paso de las proteinas hacia la membrana. Se
cierra el equipo de transferencia (Trans-blot) y se conecta a unafuente de alimentacion

con un amperaje constante de 0,25 V durante 1,40 horas.
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Composicién tampdn de transferencia 5X

Tampon de transferencia 5X

Glicina 36,59
Tris-HCL 72,59
SDS 459

Ajustar H20 destilada hasta 500 ml

Composicion tampén de transferencia 1X

Tampon de transferencia 1X

Tampon transferencia 5X 40 ml

Metanol 200 ml

Ajustar H20 destilada hasta 1|

3.8.1.5. Inmunodeteccidn

Después de completar la transferencia, se retiran las membranas y se descarta
el sobrante. Las membranas se bloquean con BSA al 3% (3 g de BSA en 100 ml de TBS-
TWEEN) durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Posteriormente, se
procede a cortar las membranas, aislando las proteinas de interés y evitando cortarlas
utilizando una guia de peso molecular. Cada fragmento de membrana se incuba con un
anticuerpo primario especifico para la proteina de interés. El anticuerpo se diluye en
BSA-TWEEN al 1%, y la incubacion se lleva a cabo durante una hora con agitacion a

temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C.

Al concluir la incubacién con el anticuerpo primario, se retira y se realizan tres
lavados de 5 minutos cada uno con TBS-TWEEN al 1% para eliminar el exceso de
anticuerpo. Luego, se incuba la membrana con un anticuerpo secundario especifico para
el anticuerpo primario durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, se realizan
nuevamente tres lavados con TBS-TWEEN al 1%, cada uno con una duracion de 5

minutos.
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Composicién TBS 10X

Tampo6n TBS 10X

Tris-HCI 24,2¢

NacCl 80g

Ajustar pH 7,6 y H20 destilada hasta 1 |

Preparacién TBS-TWEEN

TBS-TWEEN 20

TBS 10X 100 ml

TWEEN-20 1ml

Ajustar H20 destilada hasta 1 |

Relacion de anticuerpos utilizados y sus diluciones

Anticuerpo Dilucién Proveedor Referencia
Rabbit Anti-Phospho-IRE1A 1:1000 Abcam Ab48187;
o (Ser724) RRID:AB_873899
Rabbit Anti-IRE1A a 1:1000 Cell Signaling 3294sS;
Technology RRID: AB_823545
Rabbit Anti-Phospho-PERK 1:500 Santa Cruz Sc-32577;
(Thr981) Biotechnology RRID: AB_2293243
Rabbit monoclonal Anti- 1:1000 Cell Signaling 3192S;
PERK (C33E10) Technology RRID: AB_2095847
Rabbit polyclonal to ATF6 1:1000 Abcam Ab26085;
RRID: AB_448977
Rabbit Anti-Phospho-eIF2a  1:1000 Santa Cruz Sc-101670;
Biotechnology AB_ 631364
Rabbit Anti-ATF6 a 1:1000 Santa Cruz Sc-22799;
Biotechnology AB_2242950
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3.8.1.6. Revelado

Una vez que las membranas han concluido el proceso de incubacién, se procede
al revelado. Para ello, se prepara el sustrato de revelado (Pierce ECL Western Blotting
substrate, Thermo Scientific) en una dilucién 1:1. Las membranas se incuban en 1 ml de
ECL durante 4 minutos en la oscuridad debido a la fotosensibilidad del sustrato.
Posteriormente, los fragmentos de membrana se colocan en un casete (Hypercassette,
Amersham biociences GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, Reino Unido),
situdndolos entre papel de acetato transparente. Es crucial evitar la formacion de

burbujas entre la membrana y el acetato, ya que podrian interferir en la exposicion.

El revelado se lleva a cabo en una cdmara con luz roja, dado que las peliculas
de revelado son sensibles a la luz (Fuji Medical X-Ray Film, Fuijifilm Corporation, Tokio,
Japoén). Las peliculas se colocan sobre el papel de acetato y se exponen cerrando la
tapa del casete. El tiempo de exposiciébn varia para cada proteina, generalmente
oscilando entre 30 segundos y varias horas. Una vez que se considera que la exposicion
ha finalizado, se sumerge la pelicula en una solucion reveladora (dilucion 1:10)
(Developer G150, AGFA Healthcare NV) y luego en una solucion fijadora (dilucion 1:5)
(Manual fixing bath, AGFA Healthcare NV).

Finalmente, se eliminan los residuos de las soluciones de revelado con agua y
se permite que las peliculas se sequen, evitando tocar las areas donde se encuentran
las proteinas. Antes de almacenar los trozos de membrana del casete, se copian los
marcadores de peso de las membranas en las peliculas secas para registrar la posicion
de las proteinas reveladas en relacion con el peso indicado. Las membranas se
conservan entre papel Whatman (3MM Chromatography paper, GE Healthcare 3030-

931) para posibles incubaciones futuras con otros anticuerpos.

3.8.1.7. Cuantificacién

La cuantificacién de las proteinas se realiza midiendo la densidad éptica de la
sefial de cada muestra, escaneando las peliculas secas y marcadas con el marcador y
los grupos de control (resolucién 400 ppp, CanonScan 9900F, Canon, Tokio, Japén),
utilizando el software ImageJ (ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, NIH, EEUU). Una vez
obtenido el escaneo de cada proteina, se define un rectangulo en ImageJ que contenga
cada una de las bandas del mismo gel, ya que la densidad 6ptica de cada muestra debe

analizarse a partir de la misma area. Se mide cada pocillo del gel y se toma una medida
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de una zona limpia de la pelicula para conocer la densidad oOptica del fondo, corrigiendo
asi cada pocillo analizado restando este valor. La intensidad de sefal de cada banda del
gel, que representa cada una de las muestras, se compara con la sefial obtenida para
un control de carga, que suele ser o-tubulina o B-actina dependiendo del tejido.

3.9. ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Muestras de tejido de pene que contienen arterias dorsales de ratas HFD y STD
fueron fijadas por inmersion en paraformaldehido al 4% en tampén de fosfato de sodio
(PBS) 0.1 M. Secciones de pene de rata HFD y STD embebidas en parafina (4 um)
fueron desparafinadas y bloqueadas durante 10 minutos con peréxido de hidrégeno al
0.3% a temperatura ambiente. Después de la recuperacion del antigeno y el bloqueo,
las secciones se incubaron durante la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios
biotinilados anti-MnSOD (1/200) y anti-Nox4 (1/100). La tincién inmunoquimica se realiz
usando peroxidasa de rabano picante (HRP) conjugada con estreptavidina-biotina (EMD
Millipore Corp., Darmstadt, Alemania) y se visualiz6 mediante incubaciéon con 3, 3'-
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia). Las secciones fueron
contratefiidas con hematoxilina de Harris, deshidratadas y montadas. La colocalizacién
de Nox4 con eNOS en la pared de las arterias renales se obtuvo en secciones
transversales de criostato de 5 um de grosor preincubadas en suero normal de cabra al
10% en PB que contenia Triton-X-100 al 0.3% durante 2-3 horas. La expresion de Nox4
se determind mediante inmunofluorescencia incubando secciones peneanas de HFD y
STD con un anticuerpo primario policlonal anti-Nox4 (1/100) (Santa Cruz Biotechnology,
Quimigen, Madrid, Espafa) y un anticuerpo monoclonal de ratén anti-eNOS (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) diluido a 1:400 durante 48 horas, lavados y permitiendo que
reaccionaran con un suero secundario de cabra (Chemicon International Inc) (anti-
conejo para el Nox4) diluido 1:200 durante 3 horas a temperatura ambiente. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron Alexa Fluor 594 (rojo) y Alexa Fluor 488
(verde). Las diapositivas fueron cubiertas con un medio especifico que contenia DAPI,
gue tifie todos los nucleos celulares. Las observaciones se realizaron con un microscopio
de fluorescencia (Olympus IX51). No se pudo detectar inmunorreactividad en secciones
incubadas en ausencia de antisueros primarios. La preadsorcién con proteinas Nox no

mostro reactividad cruzada con los anticuerpos.
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3.10. CALCULO YANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Las respuestas mecanicas de los vasos se expresan en términos de tension activa,
es decir, el incremento de la fuerza registrada (AF, en mN) dividido por dos veces la
longitud del segmento arterial (a, en m):

AT = AF/2a

La sensibilidad de los agonistas relajantes y contractiles en las arterias se expresa
como la concentracion eficaz 50 (CEsg), que es la concentracion del agonista que
provoca el 50% del efecto maximo (Emax). El pD2 es el valor negativo del logaritmo de la
CEso: pD2 = -log [CEsq].

La concentracibn maxima de los agonistas se expresa en valores absolutos (Nm-
1) o relativos, como porcentaje de la respuesta contractii maxima inducida por un

agonista en cada arteria 0 porcentaje de la respuesta al KPSS.

La CEsp se estimé determinando el ajuste (“fitting") de la respuesta del vaso segun

la ecuacién de Hill:

R = Rmax - A(M)"
AM)™ + CE5o(M)™

Donde R es la respuesta maxima del vaso para la concentracion A (M) del
agonista, Rmax €s la respuesta maxima del vaso para el agonista, y n es un parametro
de ajuste de la curva o "Coeficiente de Hill". El ajuste a la ecuacion se realiz6 utilizando
el software GraphPad Prism 8.0. Las diferencias de estimar la CEso por interpolacion
frente al ajuste de una curva son insignificantes, pero la ventaja de usar el ajuste no
lineal es la posibilidad de estimar el Coeficiente de Hill, que puede proporcionar

informacion sobre el caracter de la respuesta del vaso.

Todos los resultados obtenidos se expresan como media * error estdndar de la
media (E.S.M.). La evaluacion estadistica de las diferencias entre medias se realiz6
utilizando el test t de Student para observaciones pareadas y no pareadas. Se consideré

significativo un nivel de probabilidad inferior al 5% (P<0.05).
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V. RESULTADOS






4.1. CANALES MITOKatPEN LAS ARTERIAS PENEANAS

4.1.1. Laactivacion farmacoldgica de los canales mitoKatp induce
vasodilatacion de las arterias peneanas pequefias

El didmetro normalizado interno de la luz vascular, |1, de las ramas de segundo
orden de la arteria dorsal peneana, fue de 163 £+ 10 mm (n=38), y las respuestas
contractiles maximas provocadas por el KPSS vy las relajaciones dependientes del
endotelio evocadas por la ACh alcanzaron una media de 1.00 + 0.13 Nm* (n=38) y 57
+ 7% (n= 38) de la contraccién provocadas por la Phe (1 uM), respectivamente. Los
activadores selectivos de los canales mitoKarp BMS191095 y diazdxido indujeron
relajaciones dependientes de la concentracion de las arterias peneanas (Figura 1),
siendo el BMS aproximadamente un orden de magnitud mas potente que el diazoxido
(valores de pD26.08 £ 0.17, n=15y 5.22 + 0.16, n=14, p< 0.001, prueba t de Student no
pareada).
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Figura 1. Los abridores de canales mitoKatp inducen relajacidon en arterias peneanas con endotelio
intacto. (a,b) Los registros originales muestran relajaciones dosis dependientes de (a) BMS191095 y (b)
diazoxido en segmentos de arterias peneanas dorsales de rata, y las relajaciones inducidas por el agonista
endotelial ACh. (c) Media de los efectos vasodilatadores de BMS191095 y diazéxido. Los resultados se
expresan como el porcentaje de incrementos en la tensién producidos por la Phe (1 uM). Los datos se
muestran como la media £+ ESM de 16 arterias (n=8 ratas) para BMS191095 y 22 arterias (n=12) para

diazéxido.
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4.1.2. El abridor de canales mitoKatr BMS191095 activa la via endotelial
PI3K/eNOS/NO en las arterias peneanas

Para evaluar la implicacion del endotelio en la vasodilatacién inducida por los
abridores de canales mitoKare €n las arterias peneanas, se examinaron los efectos de
la eliminacion del endotelio y de los inhibidores de las enzimas NOS y PI3K en la
vasodilatacion provocada por BMS191095. La eliminaciébn mecénica de las células
endoteliales abolié las relajaciones para la ACh y redujo considerablemente las
relajaciones del BMS191095 (Figura 2a. Tabla 1). Del mismo modo, la inhibicién de la
NOS con L-NOARG (Figura 2b, tabla 1) o el bloqueo de PI3K con LY294002 (Figura
2c¢) redujeron notablemente las relajaciones inducidas por BMS191095 en las arterias
peneanas, lo que indica la participacion de la via endotelial Akt/eNOS/NO. El
componente dependiente de NO de la relajacion inducida por BMS191095 estuvo

alterado en arterias peneanas de ratas genéticamente obesas (RZO) (Figura 2d).

BMS191095

pD- Emax (% Phe) 1 n
Control 6.16 0 0.37 797 154+15 6
- Endotelio 4.64 0 0.21" 44 +15° 171+14 8
Control 5.57 0 0.27 67 +13 184+43 5
+ L-NOARG 4.68 £0.15 316 16310 5
Control 5.76 +£0.22 72 +6 174+12 6
+ LY294002 5.06 +0.17" 43 +10° 195+12 5

Tabla 1. Efecto de la retirada de endotelio y de los inhibidores de NOS L-NOARG (100 pM) y de PI3K LY-
294002 (3 uM) sobre la sensibilidad y las respuestas maximas del abridor de canales mitoKarr BMS191095
en arterias peneanas. Los datos son representados como las medias + SEM; n es el nimero de arterias (1-
2 por animal). Los resultados son expresados como valores relativos, como porcentajes de la respuesta
contractil a la fenilefrina (Phe). pD2 es —log (EC50), siendo EC50 la concentracién de agonista dado el 50%
de la respuesta maxima (Emax). Las diferencias significativas fueron analizadas mediante prueba t-Student
no pareado. *P < 0.05; **P < 0.01 vs. control.
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Figura 2. La via endotelial PI3K/eNOS/NO participa en la respuesta vasodilatadora inducida por la
activacion del canal mitoKatpen las arterias del pene. Relajaciones medias de BMS191095 y efectos de
la eliminacién mecanica del endotelio (a), el bloqueo de la NOS tras el tratamiento con L-NOARG (100 pM)
(b), y el bloqueo de PI3K con LY-294002 (3 uM) (c). Relajaciones medias con BMS191095 en arterias
peneanas de ratas Zucker obesas resistentes a la insulina (OZR) comparadas con las de arterias de
controles delgados (LZR). controles delgados (LZR) (e). En b, c y d se confirmé la existencia de endotelio
funcional mediante las relajaciones inducidas por 10 uM de ACh que se suprimieron en a. Los resultados se
expresan como porcentaje de los aumentos de tension inducidos por Phe (1 uM). Los datos se muestran
como los valores medios + ESM de (a) 6 arterias control y 8 arterias denudadas de endotelio de n = 5 ratas.
de n = 5 ratas, (b) 5 arterias control y 5 tratadas con L-NOARG de n = 5 ratas, (c) 6 arterias control y 5
tratadas con PI3K de n =5 ratas y (d) 8 arterias control y 9 arterias de 4 LZR y 5 OZR. *P < 0.05,

*»p < 0.01, **P < 0.001, significativamente diferente de las arterias de control, prueba t de Student para
observaciones no pareadas.

149



4.1.3. Efecto de los bloqueantes de los canales Katp y BKca Sobre las
relajaciones del BMS191095 y del NO exdégeno

El bloqueo de los canales mitoKarp con 5-HD (1 uM) inhibi6é la respuesta
vasodilatadora inducida por el BMS191095 en arterias peneanas con endotelio intacto
(Figura 3a), mientras que el pretratamiento con el bloqueante de los canales Karp de la
membrana plasmatica, la sulfonilurea glibenclamida (0.3 uM), también inhibié en gran
medida las respuestas relajantes al BMS191095 (Figura 3b). Dado que la activacién de
los canales mitoKarp libera NO endotelial en las arterias peneanas, evaluamos ademas
si el NO esta implicado en las relajaciones del abridor de los canales mitoKarp
BMS191095. El pretratamiento con 5-HD o glibenclamida inhibié la vasodilatacion
provocada por el donante de NO SNAP (Figuras 3 c, d, Tabla 2), y el bloqueante del
mitoKare 5-HD también tuvo un gran efecto inhibidor sobre las relajaciones SNAP en
arterias sin endotelio (Figura 3E; Tabla 2), lo que indica que el NO activa los canales

mitoKarp del MLV para inducir la relajacion.

Tabla 2. Efecto del bloqueante de canales de mitoKare 5-HD (1pM) sobre arterias con y sin
endotelio, del bloqueante de canales sarcKatp glibenclamida (0.3 pM) y del bloqueante de canales
BKca iberotoxina (30 nm) sobre la sensibilidad y respuesta méaxima del donante de NO exégeno
SNAP en arterias peneanas.

SNAP

PECso Emax (% Phe) I n
Control 6.67 £0.22 96 +4 188 +9 6
+ 5-HD 5.73+0.28" 69 + 13" 1655 5
Control (-E) 6.84 +0.18 93 +3 165+3 5
+ 5-HD (-E) 5.98 +0.16" 69 +9 165 +3 5
Control 6.41 +0.19 95+4 13513 7
+ Glibenclamida 5.90 £0.18™ 87 £5 135+13 7
Control 6.22 £0.13 9+1 151+14 8
+ Iberiotoxin 5.31+0.17" 807 151+14 8

Los datos representan la media + SEM de n que es el nUmero de arterias (1-2 por animal). Los
resultados se expresan como porcentajes de la respuesta contractil a la fenilefrina (Phe). pD2z es
—log (ECso0), siendo ECso la concentracién de agonista dado el 50% de la respuesta méxima
(Emax). Las diferencias significativas fueron analizadas mediante prueba t-Student no pareado.
*P < 0.05; **P < 0.01 vs. control.
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Figura 3. Efectos de los bloqueantes de los canales Katpsobre la respuesta vasodilatadora inducida
por la activacion de los canales mitoKatpy por el donante de NO SNAP. Relajaciones del BMS191095
en arterias control y arterias tratadas con los bloqueantes de los canales Kate 5-HD (1 pM) (@) vy
glibenclamida (0,1 uM) (b). Relajaciones del donante de NO SNAP en arterias peneanas con endotelio
intacto (c,d) y endotelio denudado (e), en ausencia y en presencia de (c,e) 5-HD (1 uM) y (d) glibenclamida
(0,1 uM). Los resultados se expresan como porcentaje de la precontraccion inducida por Phe (1 puM).Los
datos se muestran como la media =+ ESM de (a) 5 arterias control y 5 arterias tratadas con 5-HD de n =5
ratas; (b) 6 arterias de control y 7 arterias tratadas con glibenclamida de n = 5 ratas; (c) 5 arterias de n = 5
ratas; (d) 7 arterias de n = 5 ratas; (e) 5 arterias de n = 5 ratas. *P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.001,
significativamente diferentes de las arterias de control, prueba t de Student para observaciones no
apareadas (a,b) o apareadas (c-e).
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Los canales BKca presentes en el MLV estan implicados en las relajaciones
mediadas por NO del MLV de las arterias peneanas (Prieto et al., 2006a). Por lo tanto, a
continuacién, examinamos los efectos del bloqueo selectivo de los canales BKc, sobre la
vasodilatacion inducida por la activacion de los canales mitoKare y €l NO exdgeno. El
pretratamiento con iberiotoxina (30 nM) inhibié las relajaciones provocadas por el
BMS191095 en las arterias peneanas (Figura 4a, Tabla 2). El pD,y la Emax fueron de
6.38 £ 0.15y 83 + 8%, n=6, en las arterias control, y de 5.58 + 0.26, n=6, p< 0.05 frente
al control, y 56 +10%, n=6, p< 0.05 frente al control, en las arterias tratadas con
iberiotoxina. La iberiotoxina también inhibié significativamente las relajaciones
provocadas por el donante de NO SNAP en las arterias peneanas pequefias (Figura 4b,
Tabla 2).
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Figura.4. El bloqueo de los canales BKcainhibe las relajaciones inducidas por la activacion de los
canales mitoKatpy por el NO exdgeno. Relajaciones medias del BMS191095 (a) y del donante de NO
SNAP (b) en ausencia y en presencia del blogqueante del BKca iberiotoxina (30 nM). Los resultados se
expresan como porcentaje del aumento de la tension inducido por Phe (1 puM). Los datos se muestran como
los valores medios + SEM de (a) 6 arterias control y 6 tratadas con iberotoxina de n = 5 ratas; (b) 8 arterias
de 5 ratas. **P < 0.01, **P < 0.001, significativamente diferente de las arterias de control, prueba t de
Student para observaciones no apareadas (a) o apareadas (b).
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4.14. Efectos de la activaciéon de los canales mitoKatr sobre la
bioenergética mitocondrial de las arterias peneanas

Los efectos de la activacion del canal mitoKare sobre la tasa de consumo de O
(OCR), como indicador de la respiracion mitocondrial, y la tasa de acidificacion
extracelular (ECAR), que da informacion sobre la glucélisis, se midieron en microarterias
peneanas aisladas mediante la "Prueba de estrés mitocondrial" y el analizador de flujo
extracelular Seahorse (Sure et al., 2018). El tratamiento con BMS191095 (1 pM),
disminuy6 el perfil bioenergético de las arterias peneanas (Figura 5a), y redujo
significativamente la respiracion basal (Figura 5b) y la produccion de ATP (Figura 5c)
sin afectar de forma significativa la respiracion maxima (Figura 5d) ni la reserva
respiratoria (Figura 5e). La medicion simultanea de ECAR, demostré una disminucion
paralela en ECAR junto con la disminucion de OCR en las arterias peneanas después
del tratamiento con BMS191095 (Figura 5f).
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Figura 5. La activacion del canal mitoKare reduce el perfil bioenergético mitocondrial de las arterias
peneanas. Se realizé la “Prueba de estrés mitocondrial” en segmentos aislados de la arteria dorsal del pene
de rata para medir la tasa de consumo de oxigeno (OCR) (a-e) y la tasa de acidificacion extracelular (ECAR)
(f) de arterias peneanas control y tratadas con BMS191095 (0.3 uM), tras la inyeccion secuencial de
oligomicina, FCCP y rotenona/antimicina A. Los pardmetros bioenergéticos mitocondriales se muestran
como respiracion basal (b) oxigeno consumido para la produccion de ATP (c), respiracion maxima (d),
reserva respiratoria (e) y ECAR (f), indicador de la actividad glucolitica. Los resultados se expresan como
valores de pmol O2/min (OCR) o milipH/min (ECAR) y referidos a la superficie del segmento arterial en mm?2.
Los datos se muestran como medias + ESM de 9 arterias de control y 9 tratadas con BMS191095 de n =5
ratas. **P < 0.01, ***P <0.001, significativamente diferente de las arterias de control, test t de Student para
observaciones no apareadas.
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Dado que la activacion de los canales mitoKarp libera NO del endotelio de las
arterias peneanas, se evaluaron los efectos del bloqueo NO enddgeno sobre el efecto
de activacion de los canales mitoKare en la bioenergética mitocondrial. El blogueo de la
NOS con L-NOARG (100 puM) no afect6 ni el OCR ni el ECAR en las arterias peneanas
(Figura 6 a,b).
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Figura 6. Efecto del bloqueo de la NOS en la bioenergética de las arterias peneanas. La “Prueba de
estrés mitocondrial” se realizé en segmentos recién aislados de la arteria dorsal peneana de rata para medir
la tasa de consumo de oxigeno (OCR) (a) y la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) (b) de arterias de
control y arterias tratadas con BMS191095 (0.3 uM) en condiciones de bloqueo de la NOS tras la inyeccion

secuencial de oligomicina, FCCP y rotenona/antimicina A.

En condiciones de bloqueo de la NOS, sin embargo, el BMS191095 no redujo
ni la respiracion basal (Figura 7 a, b) ni el consumo de oxigeno para la sintesis de ATP
(Figura 7 a,c) pero la ausencia de NO enddgeno desenmascar6 un efecto inhibidor del
BMS191095 independiente de NO sobre la respiracion maxima y sobre la reserva

respiratoria (Figura 7 d, e).
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Figura 7. El bloqueo de la activacién de la NOS redujo parcialmente los efectos inhibidores de la
activacion del canal mitoKate sobre la respiracion mitocondrial de las arterias peneanas. Tasa de
consumo de oxigeno (OCR) (a-e) y tasa de acidificacion extracelular(ECAR) (f) de arterias peneanas tratadas
con BMS191095 (0.3 uM) y sin tratar en condiciones de bloqueode la NOS tras la inyeccidn secuencial de
oligomicina, FCCP y rotenona/antimicina A. Los pardmetros bioenergéticos mitocondriales son mostrados
como respiracion basal (b) oxigeno consumido para la produccion de ATP (c), respiraciéon maxima (d),
capacidad respiratoria de reserva (e) y ECAR (f) indicador de la actividad glucolitica. Los resultados se
expresan como valores de pmol Oz/min (OCR) o milipH/min (ECAR) y se referidos a la superficie del
segmento arterial en mm2. La enzima NOS se inhibié6 mediante tratamiento con 100 uM de L-NOARG tanto
en las arterias control como en las tratadas con BMS. Los datosson mostrados como las medias + ESM de 6
arterias control y 6 tratadas con BMS191095 de n = 4 ratas.

*P < 0.05, significativamente diferente de las arterias no tratadas con BMS191095, prueba t de Student para
observaciones no apareadas.
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Figura 8. El donante de NO SNAP tuvo efectos duales sobre el perfil de respiracién mitocondrial de
las arterias peneanas. Tasa de consumo de oxigeno (OCR) de arterias peneanas control y tratadas con
SNAP (30 uM), tras la inyeccién secuencial de oligomicina, FCCP y rotenona/antimicina A (a).Los parametros
bioenergéticos mitocondriales son mostrados como respiracién basal (b), oxigeno consumido para la
produccién de ATP (c) fuga de protones (d). respiracion maxima (e), capacidad respiratoria de reserva (f) y
ECAR (g) indicador de la actividad glucolitica. Los resultados se expresan como valores de pmol Oz/min y
referidos a la superficie del segmento arterial en mm?2. Los datos se expresan como medias + ESM de 10
arterias control y 10 tratadas con SNAP de n =8y n = 5 ratas, respectivamente.

*p < 0.01, **P < 0.001, significativamente diferente de las arterias de control, test t de Student para

observaciones no apareadas.
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Los efectos del NO exdgeno fueron valorados sobre la bioenergética
mitocondrial. En presencia del donante de NO SNAP (10 uM), el perfil bioenergético de
las arterias peneanas se redujo significativamente (Figura 8a), y el andlisis de las
mediciones de OCR durante la “Prueba de estrés mitocondrial” mostré valores
significativamente reducidos en comparacion con los controles para la respiracion basal
(Figura 8b), el consumo de oxigeno para la produccion de ATP (Figura 8c) y la fuga de
protones (Figura 8d), mientras la respiracion maxima (Figura 8e) y la capacidad
respiratoria de reserva (Figura 8f) y la ECAR (Figura 8g) estuvieron significativamente

aumentadas en las arterias peneanas.

4.15. La activacion del canal mitoKatp reduce la produccién de ROS
mitocondriales en arterias peneanas

La determinacién de la produccién mitocondrial de ROS mediante fluorescencia
mitoSOX mostré una atenuacién significativa de la fluorescencia en segmentos de
pequenfias arterias peneanas tras el tratamiento con BMS191095 (1 uM) en comparacion
con los controles (Figura 9a), lo que indica una reduccion de los niveles de ROS en el
tejido eréctil tras la activacion de los canales mitoKare. El efecto inhibidor del activador
de canales mitoKatp BMS191095 sobre la generacion de ROS mitocondriales persistio

en condiciones de bloqueo de la NOS (Figura 9b).
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Figura 9. La activacién del canal mitoKare reduce los niveles de ROS mitocondriales en arterias
peneanas. La produccion de superoxido mitocondrial se reduce significativamente en segmentos de arterias
peneanas tratados con BMS191095 respecto a sus controles (a). Asi como en presencia del inhibidor de la
NOS L-NOARG (100uM) y tratadas con BMS191095 (b). Los datos se expresan como media + ESM, n = 5-6
arterias.
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4.2. DISFUNCION MITOCONDRIAL, ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION
ENDOTELIAL PENEANA EN LA OBESIDAD

4.2.1. Parametros bioquimicos

Después de 18 semanas alimentadas con una dieta alta en grasa (HFD, 60%),
las ratas HFD exhibieron un aumento de peso, hiperglucemia y niveles plasmaticos
elevados de lactato y triglicéridos en plasma en comparacién con las ratas control STD
(Tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros bioquimicos de ratas HFD y STD.

STD n HFD n
Peso corporal (g) 382.5+13.6 7  515.0 £ 4.5%** 7
Edad (Semanas) 18 18
Glucosasangre (Mg/dl) 116.1+75 7  184.4+19* 7
Lactato sangre (Mg/dl) 1.3+0.2 5 2.0+0.2 6
Trigliceridos sangre (Mg/dl) 129.2 12 6 275.6 + 37* 7

Los datos representan valores de peso, edad, y parametros bioquimicos en ratas STD y HFD.
Siendo en el caso de las ratas HFD el peso significativamente mayor respecto a las ratas STD.
La edad de las ratas fue de 18 semanas para ambos grupos. Los parametros bioquimicos se
expresan como mg/dl de glucosa, lactato y triglicéridos en sangre. Los niveles de glucosa en
sangre reflejan una hiperglucemia en el caso de las ratas HFD. Asi como un incremento notable
de los niveles de lactato vy triglicéridos en ratas HFD respecto a las ratas STD. Los datos se
expresan como medias + ESM del peso de 7 ratas STD y 7 ratas HFD, asi como 7 ratas HFD y
7 STD para las mediciones de glucosa, 5 ratas STD y 6 HFD para las mediciones de lactato y 6
ratas STD y 7 ratas HFD para las mediciones de triglicéridos en sangre. *P < 0.05, ***P < 0.001,
significativamente diferente de las ratas STD, prueba t de Student para observaciones apareadas
y no apareadas
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4.2.2. Disfuncion endotelial peneana en la obesidad inducida por dieta

Para explorar la vasodilatacion dependiente del endotelio, se realizaron curvas
concentracion-respuesta para la ACh (0,01 — 30 uM) en arterias precontraidas con 1 uM
Phe. Las respuestas relajantes de arterias peneanas de ratas HFD estuvieron
significativamente inhibidas con respecto a sus controles (Figura 10, Tabla 4). Estos

resultados demuestran que existe disfuncién endotelial peneana asociada a la obesidad
inducida por dieta.
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Figura 10. Disfuncién endotelial en arterias peneanas de ratas HFD. Los registros isométricos muestran
las relajaciones al agonista endotelial ACh de arterias peneanas de ratas STD (a) respecto a arterias
peneanas de ratas HFD (b). Relajaciones medias a la ACh de arterias STD y HFD (c). Los resultados se
expresan como porcentaje del aumento de la tensién inducido por Phe (1 pM). Los datos se muestran como
la media + la ESM de 9 a 11 arterias. *P<0,05, **P<0,01 significativamente diferente de las arterias STD,
pruebat de Student para observaciones no apareadas.
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4.2.3. Los niveles de ROS mitocondriales estan aumentados en arterias
peneanas en la obesidad

La determinacién de la produccion mitocondrial de ROS mediante mitoSOX
mostré un incremento significativo en segmentos de arterias peneanas HFD respecto a
los controles (Figura 11a). pero no hubo diferencia en muestras del cuerpo cavernoso
(Figura 11b). Los niveles de H:0. medidos con Amplex Red también estuvieron
significativamente incrementados en las arterias peneanas HFD con respecto a sus

controles (Figura 11c), mientras que fueron menores en muestras de CC (Figura 11d).
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Figura 11. La produccion mitocondrial de ROS esta aumentada en arterias peneanas HFD respecto
a sus controles STD. Niveles de produccion de Oz~ en arterias peneanas HFD y STD (a) y en muestras de
CC de ratas HFD y STD (b). Los niveles de O2~se encuentran incrementados significativamente en arterias
peneanas HFD respecto a sus controles STD mientras que en las muestras de CC apenas hubo diferencia.
Niveles de produccion de H202en arterias STD vs HFD (c) y en muestras de cuerpo cavernoso STD vs HFD
(d). Los niveles H202 son significativamente mayores en las arterias HFD respecto a sus controles STD
mientras que en las muestras de CC se aprecia una diminucién de los niveles de H202en las muestras de
HFD respecto a las de STD. Los resultados son expresados como las medias = ESM de los valores de n=24-
25 arterias STD y HFD respectivamente y n=18-19 muestras de CC de STD y HFD.
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4.2.4. Efecto del antioxidante mitocondrial mitoTempo y de la inhibicion de

la Nox en las relajaciones endoteliales de arterias peneanas de ratas
HFD

El pretratamiento con el antioxidante mitocondrial mitoTempo (0.03 pM) inhibio
las relajaciones provocadas por ACh en arterias peneanas de ratas control y en mayor
medida, las relajaciones de arterias peneanas de ratas HFD (Figura 12 a, b, Tabla 4).
Lo que sugiere un papel vasodilatador de los ROS mitocondriales en las arterias
peneanas que estd aumentado en la obesidad. Sin embargo, el inhibidor de la Nox
apocinina no produjo ningun efecto significativo ni en arterias control ni en arterias de
ratas HFD (Figura 12 c, d, Tabla 4).
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Figura 12. Efecto del antioxidante mitocondrial mitoTempo y el inhibidor de la NOX apocinina en la
funcién endotelial de arterias peneanas de ratas HFD. Relajaciones medias a la ACh de arterias
peneanas control STD (a,c) y arterias HFD (b,d) tras el tratamiento con antioxidante mitocondrial mitoTempo
(a,b), y con el inhibidor de la Nox apocinina (c,d). Los resultados se expresan como el porcentaje de la
precontraccion inducida por Phe (1 uM). Los datos se muestran como la media £+ ESM de 11 arterias control
y 7 arterias control tratadas con mitoTempo de n=7 ratas (a); 9 arterias HFD y 5 arterias HFD tratadas con
mitoTempo para n=7 ratas (b), 7 arterias peneanas control y 5 arterias control tratadas con apocinina para
n=7 ratas (c) y 7 arterias peneanas HFD y 7 arterias peneanas HFD tratadas con mitoTempo para n=7 ratas

*P<0.05, **P<0.01 de las arterias sin tratar a aquellas tratadas con mitoTempo, prueba t de Student para
observaciones no pareadas.
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apocinina en la funcién endotelial de arterias peneanas de ratas HFD.

Tabla 4. Efectos del antioxidante mitocondrial mitoTempo y del inhibidor de la Nox

Ach

PECso Enax (% Phe) s n
Control 6.35+0.22 85+3 126 +6 11
+ mitoTempo 5.51 +£0.32* 65 + 6* 138+x6 7
HFD 5.20+£0.29 57 +10 132 +5 9
+ mitoTempo 4.49 +0.36 39 +13* 138 +9 5
Control 6.05 +0.26 83+4 168 £12 7
+apocinina 6.21+£0.16 86 +£12 182 +9 5
HFD 4.96 +0.24 52+7 150 +2 7
+apocinina 5.23+0.21 64+9 150 £2 7

Los datos se representan como las medias + ESM; n es el numero de arterias (1-2 por animal). Los
resultados son expresados como valores relativos, como porcentajes de la respuesta contractil a la
fenilefrina (Phe). pD2 es —log (ECso), siendo ECsola concentracion de agonista dado el 50% de la respuesta
méaxima (Emax). Las diferencias significativas fueron analizadas mediante prueba t-Student no pareado. *P
< 0.05; vs. control.
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4.2.5. Regulacion al alza de Nox4 en el endotelio arterial peneano en la
obesidad

La enzima Nox4 es una NADPH oxidasa productora de ROS que se localiza en
la mitocondria, mientras que la MnSOD es la isoforma mitocondrial que transforma los
radicales superéxido en H>O,. El analisis de Western blot demuestra un incremento de
la expresion de la Nox4 (Figura 13a), y una tendencia al descenso de los niveles de
MnSOD (Figura 13b) en muestras de CC de ratas HFD comparadas con sus controles.
El estudio inmunohistoquimico demuestra que la Nox4 se expresa en el endotelio de las

arterias peneanas donde coexiste con la eNOS (Figura 13c, d).
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Figura 13. La Nox4 esta regulada al alza en tejido eréctil de ratas HFD. Analisis Western blot de la
expresion de Nox4 y MnSOD en muestras de CC de ratas control STD y HFD (a,b). Los resultados se
cuantificaron por densitometria y se presentaron como cociente de la densidad de las bandas de Nox4 y
MnSOD frente a las de B-actina de la muestra. Demostracion inmunohistoquimica de Nox4 y la eNOS en
arterias peneanas control y HFD (c,d). Las secciones son representativas de n=3 animales (c,d). Los

resultados son expresados como la media £+ ESM de n=5 muestras de cuerpo cavernoso STD y HFD,
*P<0.05.
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4.2.6. Impacto de la obesidad en el perfil bioenergético mitocondrial de las
arterias peneanas

Con el fin de evaluar el efecto de la obesidad sobre la respiracion mitocondrial
en el tejido eréctil peneano se procedid a la Prueba de estrés mitocondrial en el Seahorse
con arterias peneanas de ratas HFD y de ratas control. Dicho procedimiento demostré
una reduccién significativa de la respiracion basal (Figura 14a, b), del consumo de
oxigeno para la sintesis de ATP (Figura 14a, c), de la fuga de protones (Figura 14a, d),
y la respiracién no mitocondrial (Figura (14a, €) en arterias peneanas de ratas HFD,
indicando que la disfuncion mitocondrial subyace a la disfuncién vascularpeneana en la
obesidad. La actividad glucolitica, medida por la tasa de acidificaciobn extracelular
(ECAR) no estuvo alterada (Figura 14f).
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Figura 14. La obesidad reduce el consumo de oxigeno en arterias penenas de ratas HFD. Tasa de
consumo de oxigeno (OCR) de arterias control y HFD (a). Los parametros bioenergéticos mitocondriales
son mostrados como respiracion basal (b), oxigeno consumido para la produccion de ATP (c) fuga de
protones (d). respiracion no mitocondrial (e), y ECAR (f) indicador de la actividad glucolitica. Los resultados
se expresan como valores de pmol Oz2/min y referidos a la superficie del segmento arterial en mm?. Los
datos se expresan como medias + ESM de 10 arterias control y 9 HFD de n=7 ratas, respectivamente.

*P<0.05; *P < 0.01, significativamente diferente de las arterias de control, prueba t-Student para

observaciones no pareadas.
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4.2.7. La vasodilatacién peneana inducida por activaciéon de canales
mitoKatp esta alterada en la obesidad

Ya que la biodisponibilidad del NO en arterias peneanas estd comprometida en
la obesidad, y con el fin de valorar si la respuesta relajante que producen los abridores
de canales mitoKarp estd afectada, se realizaron curvas dosis respuesta para el
BMS191095 en arterias de HFD y sus controles, observdndose una reduccion

significativa de la respuesta relajante en arterias de animales obesos (Figura 15).
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Figura 15. La relajacion a los activadores de canales mitoKate en arterias peneanas esta alterada en
la obesidad. Relajaciones medias de arterias peneanas control y HFD mediante el activador de canales
mitoKatr BMS191095. La relajacion se ve inhibida en el caso de las arterias peneanas HFD con respecto a
las arterias peneanas control. Los resultados se expresan como porcentaje de la precontraccion inducida
por Phe (1 pM). Los datos se muestran como las medias £+ ESM de 6 arterias control y 7 arterias HFD de n=7
ratas.*P<0.05 significativamente diferente de las arterias control, prueba t-Student para observaciones no
apareadas.
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4.2.8. Expresion de los marcadores del estrés del RE en tejido eréctil de
ratas obesas

La respuesta de estrés del RE se activa en estados de resistencia a la insulina
como la diabetes y la obesidad, lo que contribuye a la disfuncién endotelial y a la
enfermedad cardiovascular (Maamoun et al., 2019a). Con el fin de valorar la
participacién del estrés del RE en la disfuncion endotelial peneana en la obesidad
inducida por dieta alta en grasa se analizé la expresion de los marcadores del estrés del
RE en muestras de CC de ratas HFD. La expresién de la forma fosforilada del elF2a y
del ATF6a estuvo aumentada, mientras que los niveles de pIRE1a no mostraron una

variacién significativa (Figura 16).
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Figura 16. Niveles de expresion de los marcadores de estrés oxidativo en cuerpo cavernoso de ratas
con obesidad inducida por dieta. Analisis Western blot de la expresion de pPERK (a), elF2a (b), ATF6a(c),
pIRE1a (d) en muestras de CC de ratas control STD y HFD. Los niveles de elF2a y ATF6a estan
incrementados en muestras de CC de ratas HFD respecto a sus controles. Sin embargo, pPERK se
encuentra disminuido en las muestras de CC de HFD respecto a sus controles. Los resultados se
cuantificaron por densitometria y se presentaron como cociente de la densidad de las bandas de pPERK
elF2a, ATF6a y pIRE1a frente a las de B-actina de la muestra. Los resultados son expresados como lamedia
+ ESM de n=6 muestras de cuerpo cavernoso de n=7 ratas STD y HFD, **P<0.01 significativamente diferente
de las arterias control, prueba t-Student para observaciones pareadas y no pareadas.
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4.3. EL ESTRES DEL RE INDUCE DISFUNCION ENDOTELIAL, ALTERACION
DEL METABOLISMO REDOX Y DISFUNCION MITOCONDRIAL
PENEANA

4.3.1. Modelo de estrés del RE inducido in vivo por tunicamicina

Las ratas tratadas con tunicamicina no mostraron variaciones significativas en
el peso ni en los niveles plasmaticos de triglicéridos, pero si niveles plasmaticos de

lactato elevados y una tendencia a la elevacién de la glucosa sanguinea (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros metabdlicos en ratas tratadas con tunicamicina

Vehiculo n  Tunicamicina n
Peso corporal (g) 339.2+21 6 315.3 £46 5
Edad (Semanas) 18 16 18 16
Glucosasangre (Mg/dl) 151.4+7.0 19 186.8 +19 17
Lactato sangre (Mg/dl) 2.88+0.19 17 3.99+0.65* 12
Trigliceridos sangre (Mg/dl) 1346+10 18 139.1+8.4 15

Valores de peso, edad, y parametros bioquimicos en ratas control y ratas con ERS inducidas por
tunicamicina. Los datos se expresan como medias + ESM del peso de 6 ratas control y 5 ratas
ERS, asi como 17 ratas ERS y 19 control para las mediciones de glucosa, 12 ratas control y 17
ERS para las mediciones de lactato y 15 ratas ERS y 18 ratas control para las mediciones de
triglicéridos en sangre.
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4.3.2. Expresion de los marcadores de estrés del RE en tejido eréctil de
ratas tratadas con tunicamicina

La induccion del estrés del RE in vivo en tejido eréctil peneano fue determinada
por la expresién de los marcadores del estrés del RE en muestras de CC. El tratamiento
con tunicamicina indujo un incremento en la expresién de la forma fosforilada de las
proteinas PERK, AT6a y pIREla, y un descenso en los niveles de BiP en muestras de
CC (Figura 17).
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Figura 17. Marcadores de estrés del RE en cuerpo cavernoso de ratas con estrés del RE inducida por
tunicamicina. Andlisis Western blot de la expresion de BiP (a) pPERK (b), elF2a (c), ATF6a (d), pIRE1a (e) en
muestras de CC de ratas control y tratadas con tunicamicina. Los niveles de pPERK, ATF6a y pIRE1a estan
incrementados en muestras de CC de ratas ERS respecto a sus controles. Sin embargo, BiP se encuentra
disminuido significativamente en las muestras de CC de tunicamicina respecto a sus controles. Los
resultados se cuantificaron por densitometria y se presentaron como cociente de la densidad de las bandas
de BiP, pPERK, elF2a, ATF6ay pIRE1a frente a las de B-actina de la muestra. Los resultados son expresados
como la media £ ESM de n=6 muestras de cuerpo cavernoso de n=7 ratas control y tunicamicina. *P<0.05
significativamente diferente de las arterias control, prueba t-Student para observaciones pareadas y no
pareadas.
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4.3.3. El estrés del RE reduce lavasoconstriccion ai-adrenérgica en
arterias peneanas

Para evaluar el efecto del estrés del RE en la respuesta contractil de las arterias
peneanas se realizaron curvas concentracion respuesta para la Phe, observandose una
reduccion significativa de la respuesta contractil maxima (Figura 18) y de la sensibilidad
al agonista a-adrenérgico (valores de pD.6.12 + 0.30, n=7 en controles y -5.39 £ 0.21
en arterias de animales tratados con tunicamicina, *P< 0.05). Los datos reflejaron un
deterioro de la vasoconstriccion adrenérgica en el modelo de estrés del RE, si bien la
respuesta contractil inducida por la despolarizacion con KPSS no estuvo alterada, siendo
0.60 = 0.08, n=22, en arterias de ratas control, y 0.67 £ 0.09, n=22, en arterias de ratas

con estrés del RE.
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Figura 18. Efecto del inductor de estrés del RE tunicamicina en la respuesta contractil aa-
adrenérgica. Contracciones medias inducidas por el agonista ai-adrenérgico de arterias peneanas controly
con tunicamicina. Los resultados se expresan como porcentaje de la contraccion de KPSS. Los datos se
muestran como las medias + ESM de 7 arterias control y 11 arterias tunicamicina. **P<0.01

significativamente diferente de las arterias control, prueba t-Student para observaciones no apareadas.
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4.3.4. El estrés del RE induce disfuncion endotelial en arterias peneanas

Con el fin de determinar la relacién entre respuesta de estrés del RE, el estrés
oxidativo y la disfuncion endotelial peneana, se examind en primer lugar la vasodilatacion
dependiente del endotelio. En las arterias con estrés del RE, las relajaciones
dependientes del endotelio a la ACh estuvieron reducidas en comparaciéon con sus
controles, (Figura 19a, b), siendo los valores de pD26.45 + 0.20 n=15 en controles y
5.49 + 0.23, n= 15 en arterias de ratas con estrés del RE, p<0.05, prueba t- Student no
pareada). Las respuestas relajantes al agonista a-adrenérgico, que tienen un
componente endotelial, estuvieron también reducidas en arterias del modelo de estrés

del RE (Figura 19 b, tabla 6). Por lo que se confirma la disfuncion endotelial asociada a
estrés del reticulo.
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Figura 19: Efecto del estrés de RE en las respuestas vasodilatadoras de las arterias peneanas. Los
registros isométricos muestran las relajaciones al agonista endotelial ACh de arterias peneanas de rata
control (a, panel superior) y de rata tratada con tunicamicina (a, panel inferior). Relajaciones medias de
arterias peneanas control y ERS a la ACh (b) y a la isoprenalina (c). Los resultados se expresan como
porcentaje de la precontraccion inducida por Phe (1 uM). Los datos se muestran como medias + ESM de 6-
8 arterias (1-2 arterias/animal). *P<0.05, P<0.01 frente al control.

173



4.3.5. Las ROS derivadas de la Nox y ROS mitocondriales contribuyen a la
disfuncion endotelial peneana en ratas con estrés del RE inducido
por tunicamicina

El papel de las ROS derivadas de la Nox se valor6 mediante el tratamiento de
las arterias con el inhibidor no selectivo apocinina, que mejoré de forma significativa las
respuestas relajantes dependientes del endotelio de las arterias peneanas de ratas con
estrés del RE inducido por tunicamicina (Figura 20b, Tabla 6). La apocinina no tuvo un
efecto significativo en la respuesta vasodilatadora a la ACh de arterias de ratas control
(Figura 20a, Tabla 6).

2
£

O- Control ©®- Control
- + Apocynin _ ¥ +Apocynin
1004 100-

75+ 75+

50

254

Relative response (%Phe)
(8]
o
1

Relative response (% Phe)

-8 -7 -6 -5 -4 -8 o -6 -5
Log (ACh, [M]) Log (ACh, [M])

Figura 21- ROS derivadas de la Nox contribuyen a la disfunciéon endotelial peneana en ratas con
estrés del RE inducido por tunicamicina. Relajaciones medias de arterias control y arterias peneanas
tratadas con tunicamicina en presencia del inhibidor no selectivo de la Nox apocinina (10 pM). Los resultados
se expresan como porcentaje de la precontraccién inducida por Phe (1 uM). Los datos se presentan como
la media + ESM de 6 arterias control y 8 arterias tratadas con tunicamicina de n=6 ratas. *P < 0.05,
significativamente diferente de las arterias tratadas con tunicamicina respecto a aquellas tratadas con
tunicamicina y en presencia de apocinina, prueba t-Student para observaciones pareadas.

Dadas las interacciones de la mitocondria con el RE, se evalu6 en primer lugar
el papel de la produccién mitocondrial de ROS en la disfuncion endotelial de arterias
penenanas con induccion quimica de estrés del RE. El antioxidante mitocondrial
mitoTempo redujo las respuestas relajantes a la ACh (Figura 2l1a; Tabla 6) y a la
isoprenalina (Figura 21c, valores de pD.6.69 + 0.26, n=7 arterias control y 4.83 + 0.16

en arterias control tratadas con mitoTempo, P<0.001) en arterias de animales control, lo
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gue sugiere la participacion de H.O; vasodilatador en las relajaciones dependientes del
endotelio. Sin embargo, el mitoTempo mejord las relajaciones dependientes del
endotelio a la ACh en arterias de animales con estrés del RE (Figura 20b; Tabla 6),
indicando que ROS contractiles de origen mitocondrial inhiben dichas relajaciones en

ratas con estrés del RE.
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Figura 21: Efecto del antioxidante mitocondrial mitoTempo en la disfuncion endotelial peneana
inducida por el estrés del RE. Relajaciones medias de arterias peneanas control (a,c) y tratadas con
tunicamicina (b) al agonista endotelial ACh (a,b) y al agonista 3-adrenérgico (c,d) en ausencia y presencia
del antioxidante mitocondrial mitoTempo (0.3 puM). Los resultados se expresan como porcentaje de la
precontraccion inducida por Phe (1 uM). Los datos se muestran como la media + ESM de 8 (a) y9 (b), 6 (¢)
y 6 (d) arterias (1-2 por animal). Las diferencias estadisticas se calcularon mediante la prueba t de Student
para observacion pareadas. *P < 0.05 frente a ratas tratadas con tunicamicina.
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Tabla 6. Efecto del antioxidante mitocondrial mitoTempo y del inhibidor de la Nox apocinina sobre
las relajaciones endoteliales peneanas en ratas con estrés del RE

Ach

PECso Enax (% Phe) l1 n
Control 6.81 +£0.30 84 £5 163 +11 8
+ mitotempo 5.77 £ 0.46* 66 £13 16311 8
ERS 5.61 +0.50 57 +11 138 +7 9
+ mitoTempo 6.62 £+ 0.40* 68 £9 138 £7 9
Control 6.30 £0.54 82+11 131 +7 6
+apocynin 6.40 £ 0.46 75+10 131 +7 6
ERS 5.61 +£0.52 635 137 +9 8
+ apocynin 6.55 £ 0,67* 718 137 £9 8

Los datos se expresan como las medias = ESM; n es el nimero de arterias (1-2 por animal) de
6 animales para los experimentos con mitoTempo y 6 animales para los experimentos con
apocinina. Los resultados son expresados como valores relativos, como porcentajes de la
respuesta contractil a la fenilefrina (Phe). pD2 es —log(ECso), siendo ECso la concentracion de
agonista dado el 50% de la respuesta maxima (Emax). Las diferencias significativas fueron
analizadas mediante prueba t-Student pareado. *P < 0.05 vs. control.

4.3.6. Niveles de ROS en tejido eréctil de ratas con estrés del RE

Los niveles de ROS derivados de la mitocondria, superoxido y H.O;, fueron
determinados mediante las técnicas del mitoSOX y Amplex Red, respectivamente. Las
ratas tratadas con tunicamicina presentaron niveles significativamente mas bajos de
superéxido mitocondrial tanto en muestras de CC (Figura 22a), como en arterias
peneanas (Figura 22b). Ademas, los niveles basales de H,O, fueron también menores
en CC del modelo de estrés del RE (Figura 22c), mientras que los niveles totales de
H,O- derivados de la Nox no estuvieron alterados (Figura 22d). Por otro lado, si bien la
expresion de la enzima Nox4 de localizacion mitocondrial estuvo regulada al alza, la
expresion de la MnSOD estuvo reducida en CC de animal con estrés del RE (Figura
22e, ).
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Figura 22. Niveles de produccion de ROS derivados de la mitocondria y expresion de las enzimas
mitocondriales del metabolismo de ROS en tejido eréctil de ratas con estrés del RE. (a-d) Niveles de
produccién de Oz” mitocondrial medidos con mitoSOX en muestras de CC (a) y arterias (b) de ratas control
y tratadas con tunicamicina. Niveles basales (c) y estimulados por NADPH (d) de H202 medidos con Amplex
Red en CC de ratas control y ratas con estrés del RE Los resultados se expresan como unidades de
fluorescencia relativa (RFU) por mg de tejido. (e,d) Analisis Western blot de la expresion de Nox4 y MnSOD
en muestras de CC de ratas control y tratadas con tunicamicina (e,f). Los resultados se cuantificaron por
densitometria y se presentaron como cociente de la densidad de las bandas de Nox4 y MnSOD frente a las
de B-actina de la muestra. Los resultados se expresan como las medias + ESM de 16 muestras de CC
control y 14 de muestras de CC tratadas con tunicamicina de n=8 ratas (a), de n=5 tanto en arterias control
como tratadas con tunicamicina (b), de 15 muestras de CC control y 18 de tunicamicina de n=9 ratas (c), de
12 muestras control y 11 de tunicamicina de n=6 ratas (d). Para el analisis de Western blot se utilizaron 6
muestras de CC control y 6 de tunicamicina de n=6 ratas. *P<0.05, **P<0.01 significativamente diferentes
de las muestras control, prueba t-Student para observaciones no pareadas.

177



4.3.7. Efecto del estrés del RE sobre la bioenergética mitocondrial peneana

Con el fin de evaluar el impacto del estrés del RE sobre la bioenergética
mitocondrial del tejido eréctil, se realizd la Prueba del estrés mitocondrial con la
tecnologia del SeaHorse. Dicho procedimiento demostré un incremento significativo de
la respiracion basal (Figura 23 a,b), del consumo de oxigeno para la sintesis de ATP
(Figura 23 a,c), la fuga de protones (Figura 23 a,d), asi como de la actividad glucolitica
(Figura 23 e), en arterias peneanas de ratas con estrés del RE inducido quimicamente.
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Figura 23. Perfil respiratorio mitocondrial de arterias peneanas de ratas con estrés del RE. Tasa de
consumo de oxigeno (OCR) de arterias penenas aisladas de ratas control y ratas con estrés del RE (a). Los
parametros bioenergéticos mitocondriales son mostrados como respiracion basal (b), oxigeno consumido
para la produccion de ATP (c) fuga de protones (d), y ECAR (e) indicador de la actividad glucolitica. Los
resultados se expresan como valores de pmol O2/min y referidos a la superficie del segmento arterial en
mm?2. Los datos se expresan como medias + ESM de 8 arterias control y 8 arterias tratadas con tunicamicina
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de n=8 ratas. *P<0.05, **P < 0.01, significativamente diferente de las arterias de control, prueba t-Student
para observaciones no pareadas.
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V. DISCUSION






La DE es una manifestacion temprana de enfermedad cardiovascular y un
sintoma centinela de enfermedad arterial coronaria (Gandaglia et al., 2014; Montorsi et
al., 2006; Vlachopoulos et al., 2013b), habiéndose demostrado que la disfuncién
endotelial es el vinculo entre la DE y la enfermedad cardiovascular (Kirby et al., 2005).
Las enfermedades metabdlicas como la resistencia a la insulina, la diabetes, las
dislipidemias y obesidad representan también factores de riesgo implicados en la
patogénesis de enfermedad cardiovascular y de la DE (Corona et al., 2023; Esposito &
Giugliano, 2005). Investigaciones recientes demuestran que la disfuncién mitocondrial y
el estrés del RE juegan un papel clave en la patogénesis tanto de los desérdenes
cardiovasculares como de la enfermedad metabdlica (Agouni et al., 2014; Galan et al.,
2014; Kirkman et al., 2021; Ozcan et al., 2004) si bien su papel en la patogénesis de la

DE asociada a la enfermedad metabdlica y vascular no ha sido establecido.

Los resultados de la presente tesis doctoral demuestran por primera vez que
tanto el estrés del RE como la disfuncién mitocondrial contribuyen a la disfuncion
endotelial del tejido eréctil peneano en la obesidad, y producen alteraciones importantes
en el metabolismo REDOX y en la bioenergética mitocondrial de las arterias peneanas
gue probablemente contribuyen a la DE asociada a obesidad y estados de resistencia a

la insulina.

5.1. CANALES MITOKaTr EN LAS ARTERIAS PENEANAS

Se ha comprobado gue la apertura de estos canales juega un papel importante
en el flujo de iones potasio a la mitocondria y la despolarizacién de la misma lo que evita
la sobrecarga de calcio y con ello la toxicidad celular y apoptosis (Korge et al., 2002;
Sato et al., 1998; Uchiyama et al., 2003; Zhang et al., 2001).

Por tanto, el papel de los canales mitoKarp en el pre-acondicionamiento cardiaco
y neuronal, asi como los mecanismos de proteccion celular contra el estrés metabdlico
y el control del rendimiento oxidativo estan bien establecidos (O’Rourke, 2004; O-Uchi
et al.,, 2014; Queliconi et al., 2011). En el presente trabajo, demostramos que la
activacion selectiva de los canales mitoKarp causa vasodilatacion peneana al liberar NO
endotelial que provoca la relajacion las células musculares lisas adyacentes al activar
los canales BKca del plasmalema e incrementar a su vez la activacion de los canales
mitoKare en el VSM. La activacién de los canales mitoKare inhibe la respiracion
mitocondrial y reduce el consumo de oxigeno y la actividad glucolitica, asociados a una

disminucion en la generacion de ROS mitocondriales. El NO enddgeno contribuye en

183



parte al efecto inhibitorio de la activacion de los canales mitoKare en la bioenergética
mitocondrial de las arterias peneanas, a pesar de la participacién de acciones inhibitorias
independientes del NO en tanto la dinAmica mitocondrial como la produccién de ROS
inducidas por los activadores de los canales mitoKate. LOS mecanismos subyacentes a
la activacion de los canales mitoKarp €n las arterias peneanas podrian acoplar el flujo
sanguineo al metabolismo al inducir vasodilatacion y reducir la respiracion mitocondrial

en las VSM, preservando asi el ATP en el tejido arterial relajado.

Estos datos muestran que los activadores de los canales mitoKarp, diazéxido y
BMS191095, relajan de manera dependiente de la concentracion las arterias peneanas,
y el blogueo tanto de la NOS como de la PI3K atenla estas relajaciones, lo que sugiere
la participacion del NO. ElI NO liberado tanto por nervios como por endotelio inicia y
mantiene la ereccién peneana evocada por estimulos sexuales mediante la relajacion
de las arterias peneanas (Prieto, 2008a; Simonsen et al., 1997a). Dado que la
eliminacion mecanica del endotelio redujo considerablemente las relajaciones inducidas
por BMS191095, los resultados demuestran que la activacién de los canales mitoKare
induce vasodilatacion peneana en parte al liberar NO endotelial. La activacion de la via
de sefalizacion PI3K-Akt-NOS por la despolarizacion mitocondrial inducida por
BMS191095 se demostrd por primera vez en neuronas, siendo este mecanismo parte
de la neuroproteccion inducida por la activacion del canal mitoKare (Gaspar et al., 2008b).
Los datos presentes son consistentes con hallazgos reportados anteriormente en
microarterias cerebrales que muestran que los activadores de mitoKarp despolarizanlas
mitocondrias en las células endoteliales, aumentan el calcio intracelular endotelial y
activan la fosforilaciéon de PI3K-Akt liberando asi NO (Katakam et al., 2013). Sin
embargo, considerando que las arterias peneanas poseen una densa inervacion
nitrérgica (Simonsen et al., 1997a), y que los activadores de mitoKarp aumentan la
produccion de NO en neuronas de cultivo y nervios perivasculares (Katakam et al.,
2016), no se puede descartar la participacion del NO derivado de los nervios en la

relajacion inducida por BMS191095 en las arterias del pene.

La vasodilatacion mediada tanto por NO neural como endotelial se encuentra
comprometida en las arterias peneanas en condiciones de sindrome metabdlico como
la resistencia a la insulina debido al estrés oxidativo y los altos niveles de ROS que se
encargan de desacoplar la NOS (Prieto et al., 2010; Sanchez et al., 2012b; Villalba et
al., 2009). Los resultados del presente trabajo demuestran que las relajaciones al abridor
de mitoKatp BMS191095 que implican al NO son inhibidas en las arterias peneanas de

ratas obesas con resistencia a la insulina, en concordancia con lo demostrado también
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en las arterias cerebrales (Katakam et al., 2009). Estos resultados sugieren que los
mecanismos de proteccion vascular que implican la activacion del canal mitoKare ante
insultos isquémicos pueden verse obstaculizados en la enfermedad metabdlica, como
se ha demostrado en la vasodilatacion hipéxica mediada por NO endotelial en arterias

peneanas de ratas obesas inducidas por dieta (Prieto et al., 2010).

Las relajaciones provocadas por el BMS191095 fueron abolidas y en gran medida
atenuadas por el bloqueador especifico del canal mitoKare 5-HD y por el bloqueante
clasico de canales Karp de sarcolema, la sulfonilurea glibenclamida, respectivamente, lo
gue estaria de acuerdo con la similitud de la estructura molecular de estos canales que
comparten un complejo proteico con un canal Kir como regién de poro, y una subunidad
receptora de ATP de sulfonilurea (Foster et al., 2012; Leanza et al., 2019; O-Uchi et al.,
2014; Paggio et al., 2019; Szabo & Zoratti, 2014). Ademas, los bloqueantes del canal
mitoKartp N0 solo inhibieron la vasodilatacion inducida por el abridor de canal mitoKarp
BMS191095, sino también las relajaciones provocadas por el donante de NO SNAP en
arterias peneanas con endotelio intacto. Dado que el fuerte efecto inhibitorio del
bloqueante del canal mitoKare 5-HD persisti6 en arterias sin endotelio, nuestros
hallazgos sugieren que el NO liberado por la activacion del canal mitoKare desde las
células endoteliales activa los canales mitoKarp en células de MLV adyacentes para
inducir relajacién, en concordancia con estudios anteriores en miocitos cardiacos
aislados que muestran que el NO activa los mitoKare y que los donadores de NO como
SNAP potencian la activacién de mitoKare (Ockaili et al., 2002; Sasaki et al., 2000). La
cascada de sefializacion cGMP/PKG media la estimulacion del canal mitoKarrpor NO
(Salloum et al., 2007), y esta involucrada en los efectos cardioprotectores reportados con
inhibidores de la fosfodiesterasa 5 como el sildenafilo (Lukowski et al., 2022; Salloum et
al., 2007; Uchiyama et al., 2003). Se ha demostrado anteriormente que el efecto relajante
del sildenafilo en las arterias peneanas es mediado por la via NO/cGMP/PKG (Prieto et
al., 2006b). Los resultados actuales proporcionan evidencia por primera vez de que los
canales mitoKare del MLV son una diana para el NO liberadodel endotelio en el tejido
arterial del pene. Ademas, no podemos descartar la posibilidad de un bucle de
retroalimentacion positiva mediante el cual el NO liberado de las célulasendoteliales al
activar el canal mitoKare, a su vez, activa los canales mitoKarer endoteliales para liberar
més NO, amplificando asi la sefial. Sin embargo, se requieren mas estudios para aclarar

esta cuestion.

La despolarizacion mitocondrial que tiene lugar tras la accién de los abridores

de canales mitoKatp induce vasodilatacion en las arterias cerebrales al liberar Ca?* de
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las mitocondrias, abriendo asi canales de Ca?" sensibles a rianodina en el reticulo
sarcoplasmico, lo que a su vez libera Ca? al citosol, activa BKcaen el sarcolemay genera
corrientes transitorias de K* hacia el espacio extracelular en las células MSV arteriales
(Katakam et al., 2014, 2013; Xi et al., 2005b). Demostramos aqui que las relajaciones
inducidas por BMS191095 en las arterias peneanas fueron inhibidas por elbloqueador
selectivo de BKc,, iberotoxina, confirmando asi la participacion de los canales BKcaen
concordancia con lo reportado en las arterias cerebrales (Katakam et al., 2013; Xi et al.,
2005b). Se ha propuesto el acoplamiento del reticulo sarcoplasmico-mitocondria como
facilitador de la activacion inducida por abridores de canales mitoKare de los canales de
Ca?* sensibles a rianodina, la liberacion de corrientes sparks de Ca?*y la estimulacion de
los canales BKcadel sarcolema MSV y por tanto la consecuente vasodilatacion (Katakam
et al., 2013). Ademas, el NO induce relajacion de las arterias peneanas a traves de la
estimulacion dependiente de PKG de los canales BKca (Prieto et al., 2006b). Dado que
el abridor de canales mitoKarr BMS191095 libera NO del endotelio de las arterias
peneanas, como muestran los resultados, y el bloqueante selectivo de BKc,, iberotoxina,
no permea las membranas mitocondriales, el efecto inhibitorio de iberotoxina tanto en
las relajaciones provocadas por BMS191095 como por SNAP en arterias peneanas
indica que el NO liberado por la activacion del canal mitoKare contribuye en parte a la

relajacion MVL a través de la activacion de los canalesBKca del sarcolema.

La apertura de los canales mitoKarp causa la despolarizacién del potencial de
membrana mitocondrial y reduce la fuerza motriz para la entrada de Ca?*, atenuando asfi
la sobrecarga mitocondrial de Ca?" y la produccién excesiva de ROS, un mecanismo
involucrado en la pre-acondicionamiento y proteccion cardiaca y neural (Busija et al.,
2008; O’Rourke, 2004). Sin embargo, el papel de los canales mitoKare en la generacion
mitocondrial de ROS es controvertido, y se ha reportado tanto el aumento de la
produccion de ROS (diazéxido) como la ausencia de este efecto (BMS191095). En este
sentido, BMS191095 es un abridor de canales mitoKate muy selectivo en comparacion
con el diazéxido, este ultimo tiene efectos no relacionados con los canales mitoKare que
aumentan la generacién de ROS en células sde MLV y neuronas tras la inhibicién de la
succinato deshidrogenasa en el complejo Il de la ETC (Katakam et al., 2016, 2014; Xi et
al., 2005a). Los datos obtenidos demuestran que el tratamiento agudo de las arterias
peneanas con BMS191095 redujo en lugar de aumentar la producciéon mitocondrial de
ROS, un efecto independiente de NO que persistié después del bloqueo de la NOS.
Estos hallazgos estan en acuerdo con los reportados anteriormente en mitocondrias

aisladas de corazon, higado y cerebro, donde la apertura de canales mitoKare redujo la
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generacion de ROS (Busija et al., 2008; Pereira & Kowaltowski, 2021b) y previno el
estrés oxidativo en células cardiacas isquémicas (Facundo et al., 2005). La disociacion
entre la despolarizacion mitocondrial inducida por los abridores de canales mitoKare y la
produccion aumentada de ROS también se ha demostrado en arterias cerebrales
mediante la activacion farmacoldgica de los canales mitoKarp con BMS191095 (Katakam
etal., 2014, 2013). Por otra parte, la exposicion a largo plazo a BMS191095 en neuronas
corticales de rata en cultivo redujo tanto la generacién basal como la aumentada de ROS
mitocondrial en respuesta a lesiones isquémicas y téxicas (Gasparet al., 2008b).

Si bien existe un consenso sobre el papel protector de la activacion de los
canales mitoKarp contra el dafio isquémico en el corazén y el cerebro (Facundo et al.,
2006, 2005; Gaspar et al., 2008b), la relacién funcional entre estos canales y la
bioenergética mitocondrial es poco clara. Asi, existe poca informacién, dentro de la cual
apenas se ha visto ningun efecto de los abridores de canales mitoKare €n la respiracion
mitocondrial tanto en mitocondrias cardiacas (Kowaltowski et al., 2001) como en
neuronas (Katakam et al., 2016), aunque el aumento del flujo de K* inducido por estos
compuestos causa un aumento tanto en el volumen de la matriz mitocondrial como en el
espacio intermembranoso, lo que respalda el concepto de que la regulacion del volumen
de la matriz mitocondrial para preservar el transporte a través de la membrana
mitocondrial es una de las principales funciones fisiolégicas de los canales mitoKarp
(Facundo et al., 2006; Kowaltowski et al., 2001; O-Uchi et al., 2014; Pereira &
Kowaltowski, 2021b). Los resultados presentes muestran que el tratamiento agudo ex
vivo de las arterias peneanas con el abridor de canales mitoKarp BMS191095 tuvo
efectos inhibitorios significativos sobre la dinamica mitocondrial y atenué la respiraciéon
basal, el consumo de oxigeno para la sintesis de ATP y la acidificacion extracelular
indicativa de actividad glucolitica. En estudios anteriores sobre mitocondrias cardiacas
aisladas se ha observado la inhibicion de la respiracion por abridores de canales
mitoKare como diazoxido y pinacidilo, que no se asocio a la apertura de canales mitoKare
debido a las altas concentraciones de los farmacos utilizados (Kowaltowski et al., 2001).
Posteriormente, se propuso que los efectos de los abridores de canales mitoKare en la
respiracion dependian del estado energético de las mitocondrias; la apertura de canales
mitoKarp apenas tenia efecto en la respiracion mitocondrial bajo condiciones fisiolégicas,
mientras que bajo condiciones energéticas menos favorables la apertura de canales

mitoKare podria evidenciarse por una aceleracion de la respiracion (Riess et al., 2008).
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En el presente estudio, bajas concentraciones del potente y selectivo abridor
del canal mitoKatr BMS191095 inhibieron consistentemente el consumo basal de
oxigeno y la acidificacion extracelular en mediciones en tiempo real realizadas en
arterias recién aisladas, en asociacion con niveles reducidos de ROS y vasodilatacion
arterial inducida por BMS191095 en tiempos similares también en arterias peneanas.
Investigamos ademas si el NO vasodilatador liberado por BMS191095 del endotelio
también podria desempenfiar un papel en la respiracion mitocondrial vascular mediante
la activacion de los canales mitoKare. El bloqueo de la NOS y del NO enddgeno con L-
NOARG revirtid los efectos inhibitorios de la activacion del canal mitoKare sobre la
respiracion basal y el consumo de oxigeno para la sintesis de ATP, pero revel6 una
atenuacion significativa de las capacidades respiratorias maximas y de reserva por parte
de BMS191095. Estos resultados sugieren que la activacion del canal mitoKarp
desencadena efectos inhibitorios tanto dependientes como independientes de NO en la
bioenergética mitocondrial de la pared vascular del pene.

ElI NO enddgeno derivado de la eNOS endotelial juega un papel modulador en la
respiracion y el consumo de oxigeno tisular (Adler et al., 2001; Loke et al., 1999; Shen
et al., 1995). Se ha demostrado que los agonistas endoteliales que liberan NO inhiben
el consumo de oxigeno miocardico en ratones, pero no en ratones deficientes en eNOS
(Loke et al., 1999), y los inhibidores de NOS aumentaron el consumo de oxigeno en todo
el cuerpo, corazon, rifidn y musculo esquelético tanto in vivo como in vitro (Laycocket al.,
1998; Shen et al., 1995, 1994). EI NO es un gas difusible que permea las membranas
mitocondriales e inhibe la respiracién nitrosilando los centros de hierro- azufre de los
complejos | y Il de la ETC y a través de una alteracion reversible de la citocromo ¢
oxidasa; el efecto inhibitorio del NO en la citocromo c oxidasa es reversible en
competencia con O,y ocurre a concentraciones fisiolégicas de NO (Antunes et al., 2007;
Ct & S, 2010). En las arterias peneanas, la activacion de mitoKare libera NO endotelial
gue inhibe la respiracién mitocondrial basal y el consumo de oxigeno para la sintesis de
ATP. Se demuestra en los resultados obtenidos que el NO exdgeno administrado por el
donador de NO SNAP tuvo efectos duales en la respiracién y mimetizo los efectos
inhibitorios de BMS191095 sobre la respiraciéon basal y el oxigenoconsumido para la
sintesis de ATP, mientras que aumento significativamente las capacidades respiratorias
maximas y de reserva y la actividad glucolitica. Estos ultimos hallazgos sugieren que
bajo las condiciones experimentales del presente estudio y después de la inhibicion de
la ATP sintasa con oligomicina durante la “Prueba de stressmitocondrial”, el NO mejoré

considerablemente la respiracion.
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La accion inhibitoria tanto del NO tanto endégeno como del exégeno liberado por
donadores sobre la respiracion mitocondrial esté bien establecida, como se ha discutido
anteriormente (Adler et al., 2001; Laycock et al., 1998; Loke et al., 1999; Palacios-
Callender et al., 2004; Shen et al., 1995, 1994). Sin embargo, también se ha descrito que
una regulacioén positiva de la respiracion por parte del NO enddgeno derivado de laNOS
mitocondrial (Dynnik et al., 2020; Sakamuri et al., 2020). Aunque la identidad molecular
de la NOS mitocondrial ha sido objeto de controversia durante mucho tiempo(O-Uchi et
al., 2014; Yin et al., 2014); los efectos estimulantes del NO sobre la respiracion
mitocondrial se han atribuido a la NOS mitocondrial en contraste con la accion inhibitoria
derivada de la NOS extramitocondrial. Se ha visto que la inhibicién dela isoforma neural
de la NOS (nNOS) reduce la respiracion basal y maxima en mitocondrias aisladas del
cerebro y del corazén, donde se identificaron tanto la inmunorreactividad de nNOS como
de eNOS (Sakamuri et al., 2020). Por otra parte, se ha demostrado que concentraciones
bajas de L-arginina y del donante de NO SNAP estimulan la respiraciéon mitocondrial en
mitocondrias aisladas de higado de rata, y estos efectos son abrogados por inhibidores
de la NOS, de la guanilato ciclasa y de la PKG, apoyando asi un papel para el NO
enddgeno de la NOS mitocondrial en la activacion dela respiracion. Sin embargo,
concentraciones mas altas del donante de NO tienen efectos adversos al inhibir la

respiracion y promover la apertura de poros (Dynnik et al.,2020).

En el presente estudio, también se encontr6 un efecto estimulante sobre la
respiracion mitocondrial para el donante de NO SNAP en arterias peneanas a
concentraciones similares a las reportadas para la estimulacion ex vivo de mitocondrias
hepéticas intactas, lo que sugiere que otras fuentes ademas de la NOS mitocondrial
podrian contribuir a los efectos estimulantes del NO sobre la respiracion. Ademas,
observamos efectos inhibidores duales inhibidores (respiracion basal y oxigeno
consumido para la sintesis de ATP) y estimuladores (respiracion maxima) a la misma
concentracion de SNAP en arterias peneanas aisladas. De hecho, estos efectos duales
del NO exdgeno serian consistentes con los efectos inhibitorios de BMS191095 sobre
estos pardmetros bioenergéticos en condiciones de bloqueo de la NOS enddgena. El
tratamiento con L-NOARG revirtio tanto la inhibicion de la respiraciéon basal como la
inhibicion de la respiraciéon méaxima inducida por BMS191095 en las arterias penianas,
lo que sugiere que el hecho de que se mantenga la respiracion maxima tras la activacion
de los canales mitoKarp puede atribuirse a la liberacion simultdnea de NO enddgeno,
cuyos efectos estimulantes sobre la respiracion contrarrestarian un efecto inhibitorio de

la activacion de los canales mitoKare sobre la respiracion méaxima. Por lo tanto, la
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activacion de los canales mitoKare en las arterias peneanas que libera NO endotelial
mimetizaria los efectos inhibidores y estimulantes duales del NO ex6geno sobre la
respiracion. Ademas, el bloqueo del NO enddégeno revela un efecto inhibitorio
independiente del NO de la activacion de los canales mitoKare sobre la respiracion
mitocondrial. Se ha demostrado que las interacciones entre el NO y la citocromo ¢
oxidasa de oxigeno en la cadena de transporte de electrones dependen de la
concentracion local de oxigeno, el estado redox de la citocromo c oxidasa y la actividad
de la NOS, y estos factores pueden determinar la regulacién por parte del NO de la
bioenergética mitocondrial (Antunes et al.,, 2007; Ct & S, 2010). Se necesitan mas
estudios para dilucidar las acciones opuestas duales encontradas para el NO sobre la

respiracion mitocondrial de las arterias peneanas.

Por otro parte, la reduccion mediada por NO de la respiracién basal junto con una
elevacion de la respiracion maxima desencadenada por el BMS191095 aumento
significativamente la capacidad respiratoria de las arterias peneanas, lo que sugiere que
los canales mitoKarp podrian representar una nueva diana molecular para los casos de

disfuncién eréctil en los que el NO no estd comprometido.
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Figura 24. Vias de sefializacidon que vinculan la activacion de los canales mitocondriales KATP con
la vasodilatacion, la disminucion de la produccion de ROS y la reduccion de la respiracion
mitocondrial en la pared arterial del pene. El activador selectivo de los canales mitocondriales KATP,
BMS191095, estimula la via PI3K/Akt/eNOS (inhibida por LY294002) en la célula endotelial (CE) que
sintetiza y libera NO (inhibida por L-NOARG). El bloqueador de los canales mitocondriales KATP, 5-HD,
redujo tanto la relajacion mediada por BMS191095 como la mediada por NO exdgeno. El NO difunde a las
células del musculo liso vascular (VSMC) y activa los canales BKCa de la membrana plasmatica (inhibidos
por iberiotoxina -IbTx-) y los canales KATP (inhibidos por glibenclamida) para hiperpolarizar la membrana
plasmatica y reducir [Ca?*];, lo que conduce a la vasodilatacion. La relajaciéon inducida por BMS191095
mediada por NO se ve afectada en la obesidad. La activaciéon de los canales mitocondriales KATP por
BMS191095 también redujo el ROS mitocondrial e inhibié tanto la respiracion basal como la maxima (OCR)
y la actividad glucolitica (ECAR). El NO exdgeno liberado del donante de NO SNAP relaja las arterias del
pene, y tanto reduce la respiracién basal como aumenta la respiracion maxima y la capacidad respiratoria.
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5.2. DISFUNCION MITOCONDRIAL, ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION
ENDOTELIAL PENEANA EN LA OBESIDAD

La obesidad junto con la hiperlipidemia, la resistencia a la insulina y la
hipertension es uno de los factores que conforman el sindrome metabdlico y que
conducen a la diabetes tipo 2 incrementando la incidencia tanto de DE como de
enfermedad arterial coronaria (Alexander et al., 2003; Corona et al., 2023; Fonseca &
Jawa, 2005; Gazzaruso et al., 2004; Montorsi et al., 2006; Vlachopoulos et al., 2013a).
Por otra parte, la diabetes tipo 2 y la obesidad se asocian con disfunciéon endotelial y
resistencia vascular a la insulina, factores determinantes en la patogénesis de la
enfermedad cardiovascular asi como de la DE (Contreras et al., 2010; Fonseca & Jawa,
2005; Prieto et al., 2014). Se acepta, por tanto, que la disfuncién endotelial es el vinculo
entre DE y enfermedad cardiovascular, y representa un factor patogénico inicial en el
desarrollo de la DE vasculogénica (De Leonardis et al., 2022; Kirby et al., 2005).

En estudios llevados a cabo en la rata Zucker obesa, modelo de obesidad
genética/resistencia a la insulina que presenta DE (Wingard et al., 2007), nuestro grupo
de investigacién han demostrado previamente la existencia de disfuncién endotelial
(Villalba et al., 2009) y neural (Sanchez et al., 2012b) en arterias peneanas debido
fundamentalmente a alteraciones en la via de sefializacion de la NOS/NO, mientras que
en los mismos animales, el lecho vascular coronario se encuentra protegido de la
disfuncion endotelial y de la resistencia vascular a la insulina mediante una regulacion al
alza de la cascada de sefializacion intracelular de la Akt/eNOS/NO y una reduccién de
la via de las cinasas activadas por mitogenos (MAPK) (Contreras et al., 2010; Prietoet
al., 2014; Villalba et al., 2009), apoyando asi la evidencia clinica que la disfuncion
endotelial peneana y la DE preceden a la disfuncién endotelial y enfermedad arterial

coronaria (Gazzaruso et al., 2004).

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha evaluado el papel de la
mitocondria y del estrés del RE en la patogénesis de la disfuncion vascular peneana
asociada a la obesidad, utilizando para ello un modelo de obesidad en ratas alimentadas
con una dieta rica en grasa durante cuatro meses (HFD), modelo de obesidad inducida
por dieta representativo de los casos mas prevalentes de obesidad en la sociedad
occidental. Nuestros resultados confirman disfuncion endotelial en arterias peneanas de
ratas HFD, como se deduce de la reduccion de las respuestas relajantes al agonista
endotelial ACh en arterias de ratas obesas comparadas con sus controles. El estrés
oxidativo es uno de los factores méas importantes que subyacen a disfuncion endotelial
en la obesidad, ya que reduce la biodisponibilidad de NO y su accién protectora de los

procesos que conducen a la arterosclerosis en la pared arterial (Mufioz et al., 2020;
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Prieto et al., 2014). Se sabe que un aumento de la concentracion de ROS esta ligado a
obesidad y otras patologias como la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2
(McMurray et al., 2016). Diversas isoformas de la Nox, la xantina oxidasa y el
desacoplamiento de la NOS participan en la produccion incrementada de ROS en el
tejido arterial peneano de ratas con obesidad genética y obesidad inducida por dieta
(Contreras et al., 2010; Prieto et al., 2014; Sanchez-Gémez et al., 2015). Los resultados
del presente estudio demuestran que la disfuncion endotelial peneana se asocia con un
notable incremento de las ROS mitocondriales en arterias peneanas, superéxido medido
con el mitoSOX asi como del H,O; celular determinado mediante el Amplex Red.

Se ha descrito que el exceso de sustratos energéticos en la obesidad causa
disfuncion mitocondrial y alteraciones en la sefializacién de las ROS, factores que
subyacen a la resistencia a la insulina (Houstis et al., 2006) La ingesta tanto aguda como
crénica de una dieta rica en grasa (60%) produjo un marcado incremento del potencial
generador de H.O2 mitocondrial, y un cambio hacia un entorno celular mas oxidado cuya
persistencia en el tiempo conduce a la resistencia a la insulina en las células musculares
esqueléticas (Anderson et al., 2009). En miocitos cardiacos de ratones con obesidad
inducida por dieta, los niveles elevados de H20- se asocian con disfuncién mitocondrial
y cardiopatia metabdlica (Luptak et al., 2019; Sverdlov et al., 2016), mientras que en
pacientes con diabetes tipo I, obesidad y dislipidemia, el estrésoxidativo mitocondrial en
arteriolas de la grasa muscular y en células mononucleares dela sangre se asocia con
disfuncién endotelial tanto in vivo como in vitro (Kizhakekuttu etal., 2012). Estos ultimos
resultados estarian de acuerdo con los del presente estudio demostrando la produccion
incrementada de H»O» mitocondrial se asocia con disfuncion endotelial en arterias
peneanas de ratas con obesidad inducida por dieta. Sin embargo,mientras que en el
estudio de Kizhakekuttu y col. (Kizhakekuttu et al., 2012) el antioxidante mitocondrial
mitoTempo mejoré notablemente las relajaciones endoteliales e incrementd la
biodisponibilidad del NO, implicando a las ROS derivadas de la mitocondria en la
disfuncion endotelial, en nuestro estudio el tratamiento con mitoTempo inhibié las
relajaciones dependientes del endotelio de arterias peneanas control, y en mayor medida
las relajaciones de ratas HFD. Estas observaciones sugieren que el H-Oz,vasodilatador
mitocondrial derivado del endotelio participa en las relajaciones de las arterias peneanas,
y existe una produccion incrementada de H.O. mitocondrial en ratas obesas que
probablemente compensa la disfuncion endotelial debida a la alteracion de la via del NO

debida al estrés oxidativo (Sanchez-Gémez et al., 2015).

Si bien el incremento de ROS mitocondriales se ha ligado tradicionalmente al

dafio vascular en patologias metabodlicas como la resistencia a la insulina, la diabetes y
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la obesidad (McMurray et al., 2016; Shah & Brownlee, 2016), investigaciones recientes
demuestran que las ROS derivadas de la mitocondria juegan un papel fisiol6gico
regulador en mecanismos de sefializacion celular, y en particular en el endotelio vascular
gue no es tan dependiente de la mitocondria para cubrir sus demandas energéticas como
el masculo liso (Erusalimsky & Moncada, 2007; Kadlec et al., 2016). El H.O, ademas de
ser clave en la sefializacion de la respuesta al estrés oxidativo, es un vasodilatador
fisioldgico en diversos lechos vasculares como el coronario (Santiago et al., 2013; Zhang
et al., 2012) y el renal (Mufioz et al., 2018) y también en las arterias peneanas (Prieto et
al., 2010) y en el CC humano y de la rata (Angulo et al., 2019). EL H20: derivado de la
mitocondria esté implicado en la dilatacién inducida por flujo de las arteriolas coronarias
humanas (Liu et al., 2011, 2003; Miura et al., 2003) y en la relajacion por
hiperpolarizacion derivada del endotelio (EDH) en arterias preglomerulares del rifién
(Mufioz et al., 2018, 2017). Su efecto relajante es el resultado de acciones tanto en el
endotelio como en el masculo liso vascular. Aunque existen trabajos en los cuales se ha
demostrado la produccién endotelial de NO por activacion de la eNOS en respuesta al

H20., que a su vez es liberado de la Nox4 endotelial en respuesta al shear stress (Breton-
Romero & Lamas, 2014; Sanchez-Goémez et al., 2015), en arterias coronarias se ha
propuesto al H.O, como factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) que actia
en el VSM activando los canales Kca mediantela estimulacion de la PKG, lo que llevaria
a una hiperpolarizacién de la célulay por tantola relajacion consecuente (Liu et al., 2011;
Vanhoutte et al., 2017; Zhang et al., 2012). En arteriolas preglomerulares del rifion, el
H>O> derivado de las enzimas endoteliales CYP2C epoxigenasa y Nox2 y Nox4 activa
canales Kca endoteliales y participa asi en larespuesta relajante tipo EDH (Mufioz et al.,
2018, 2017).

Los resultados del presente trabajo demuestran que el H»O; es liberado del
endotelio de las arterias peneanas en condiciones fisioldgicas y relaja el masculo liso
probablemente via activacién de la eNOS vy liberacién de NO (Sanchez-Gomez et al.,
2015), ya que las relajaciones endoteliales a la ACh son completamente inhibidas al
bloguear la NOS en la arteria dorsal peneana (Prieto et al., 2010; Villalba et al., 2009).
Por otra parte, en arterias peneanas de ratas obesas, en las que la disfuncion endotelial
esta mediada por alteraciones en la biodisponibilidad de NO (Contreras et al., 2010;
Villalba et al., 2009), la vasodilatacion incrementada mediada por H>O, mitocondrial
tendria un papel compensador en la disfuncion endotelial peneana. Estos resultados
estarian de acuerdo con lo descrito para arteriolas de pacientes con enfermedad arterial
coronaria, donde debido al estrés oxidativo, la disponibilidad del NO se ve reducida por

su interaccion con el Oy, y la dilatacion microvascular se mantiene por la liberacion
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compensadora de H,O, de la mitocondria (Beyer et al., 2016; Freed et al., 2014, Liu et
al., 2003). El grupo de Gutterman y colaboradores ha demostrado que existe undescenso
de los niveles cardiacos y vasculares del PGC-1a (coactivador 1a del receptoractivado y del
proliferador de peroxisoma) en pacientes con enfermedad arterial coronaria,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus e hipertension, y la pérdida de PGC-1aen el
endotelio de las arteriolas del tejido adiposo es responsable del cambio de dilatacion
mediada por NO a dilatacion mediada por H.O- (Kadlec et al., 2017, 2016) PGC-1a es
un regulador metabdlico miembro de la familia de co-activadores transcripcionales que
regula la biogénesis mitocondrial y la vincula a los sistemas antioxidantes de la
mitocondria. En las células endoteliales, el PGC-1a incrementa la expresién de los
sistemas antioxidantes de la mitocondria -MnSOD, peroxirredoxinas 3 y 5, tioredoxina,
UCP-2 y catalasa-, y previene la disfuncién mitocondrial provocada porla hiperglucemia
incrementando el potencial de membrana mitocondrial y reduciendo laapoptosis (Valle
et al., 2005). El PGC-1a sufre desregulacion en pacientes y animales obesos (Kadlec et
al., 2017; Pérez et al., 2019), por lo que los niveles elevados de H.O; en las arterias
peneanas de ratas HFD en el presente estudio, podrian estar relacionados con una
desregulacion del PGC-1a y cambios en la expresion y actividad de los sistemas
antioxidantes mitocondriales, a pesar de que no hemos encontrado diferencias
significativas en los niveles de MnSOD entre arterias de ratas obesas comparadas con

sus controles.

Por otro lado, los efectos perjudiciales del H>O; en la enfermedad cardiovascular
han sido atribuidos a su origen y a sus concentraciones locales. Asi, estudios recientes
demuestran que el H>O, derivado de la enzima Nox4 endotelial tiene un papel protector
de la aterosclerosis (Craige et al., 2015; Gray et al., 2016) y es capaz de mejorar la
vasodilatacion sin efectos oxidativos perjudiciales en la pared vascular (Ray et al., 2011).
En arterias preglomerulares del rifiédn humano, el H.O; derivado de la Nox4 endotelial
contribuye a la vasodilatacion dependiente del endotelio en condiciones fisiolégicas
(Mufioz et al., 2018). Los resultados del presente estudio demuestran que los niveles
incrementados de H;O, mitocondrial en las arterias peneanas de ratas obesas se
asocian con una regulacion al alza de la enzima mitocondrial Nox4 expresada en el
endotelio arterial, lo que contribuiria a la vasodilatacion compensadora de la disfuncion
endotelial peneana debida al estrés oxidativo y a la reduccion de la biodisponibilidad de
NO por su interaccién con los aniones O (Prieto et al., 2010; Sanchez-Gémez et al.,
2015).
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Se ha descrito que el estrés oxidativo mitocondrial y la disfuncién endotelial tanto
in vivo como ex vivo estan asociados con disfuncién mitocondrial reflejada en el
descenso de la masa mitocondrial e hiperpolarizacion de la mitocondria de las células
endoteliales, en arteriolas de pacientes diabéticos tipo 2 (Kizhakekuttu et al., 2012).
Alteraciones en la dinamica mitocondrial, con incrementos de la fisiobn mitocondrial y de
la produccion mitocondrial de ROS se han asociado también con disfuncion endotelial y
dafio vascular en la diabetes (Shenouda et al., 2011). El dafio mitocondrial y el descenso
de la densidad mitocondrial en cardiomiocitos de animales con obesidad inducida por
dieta estan estrechamente asociados con una regulacion a la baja del PGC-1a (Ventura-
Clapier et al., 2008). En el presente estudio, el incremento de los ROS mitocondriales y
la disfuncién endotelial de las arterias peneanas de ratas con obesidad inducida por dieta
se produjeron en paralelo con alteraciones marcadas del perfil bioenergético
mitocondrial de las arterias con un descenso significativo de la respiracion basal, el
consumo de oxigeno para la sintesis de ATP, la respiracion maxima, la fuga de protones
y la respiracion no mitocondrial. Estas observaciones estarian de acuerdo con
investigaciones que demuestran que el estrés oxidativo mitocondrial produce disfuncién
en la bioenergética mitocondrial de miocitos cardiacos que precede a las lesiones
estructurales y funcionales de la enfermedad cardiaca metabédlica en obesidad vy
diabetes (Luptak et al., 2019; Sverdlov et al., 2016, 2015). En ratones con obesidad
inducida por dieta, se produjo un incremento notable de la produccién de H.O. en las
mitocondrias cardiacas junto con una reduccién del consumo de oxigeno, la sintesis de
ATP vy la fuga de protones, alteraciones asociadas a hipertrofia ventricular izquierda,
disminucion de la contractiidad cardiaca y disfuncién diastélica izquierda; la
sobreexpresion de catalasa en la mitocondria en ratones transgénicos, mejora las
alteraciones en la respiracion mitocondrial y en la estructura y disfunciéon cardiacas
(Luptak et al., 2019; Sverdlov et al., 2016, 2015). Estos estudios ademéas demuestran
gue el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial en la enfermedad cardiaca metabdlica
en ratones con obesidad inducida por dieta se asocian con modificaciones post-
translacionales oxidativas de residuos cisteina que alteran la funcién del complejo Il de
la ETC en los miocitos cardiacos contribuyendo asi a la enfermedad cardiaca (Sverdlov
et al., 2015). Se han descrito también alteraciones de la respiracion mitocondrial con
reduccion del consumo maximo de oxigeno e incremento del estrés oxidativo
mitocondrial asociados a dafio en el ADN en cardiomiocitos de ratas con obesidad
genética; en estos animales, los niveles elevados de H,O; derivados de la mitocondria
cardiaca alteraron la vasodilatacion metabdlica y el flujo sanguineo coronario (Guarini
et al., 2016).
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Por otro lado, la disfuncion mitocondrial con reduccién del perfil bioenergético y
el consumo de oxigeno hallada en el presente estudio en arterias peneanas de ratas con
obesidad inducida por dieta estarian de acuerdo con lo descrito para las arterias
cerebrales de ratas con obesidad genética/resistencia a la insulina en un estadio en el
gue han desarrollado ya diabetes tipo Il (Merdzo et al., 2017). En las arterias de estos
animales, se produce un descenso de la respiracion basal y de la fuga de protones,
asociados a un incremento marcado de la produccién de superéxido, de acuerdo con lo
encontrado en nuestro estudio. La fuga de protones indica el flujo de protones a través
de membrana interna de la mitocondria que no son utilizados para la sintesis de ATP
sino para la termogénesis, y que puede ser afectado por la generacién de ROS (Rolfe
& Brown, 1997) y por las proteinas desacoplantes, que participan en la fuga de protones
inducida y tienen un papel protector en la célula frente al estrés oxidativo (Brand &
Esteves, 2005; Busiello et al., 2015). La reduccion de la fuga de protones de la
mitocondria asociada al incremento de los ROS mitocondriales en arterias peneanas de
ratas HFD, estaria de acuerdo con la reduccion del desacoplamiento mitocondrial
descrito en el musculo esquelético en obesidad y diabetes tipo 2, que se acompafa del
descenso de la oxidacién de los &cidos grasos y del acimulo de los mismos y sus
metabolitos, o que conduce al incremento del estrés oxidativo, factor clave en la

progresion de las patologias metabdlicas (Patti & Corvera, 2010).

En condiciones fisiologicas la via de la L-arginina/NO es el principal mecanismo
gue produce vasodilatacion en arterias y cuerpo cavernoso. Cuando este sistema se
encuentra alterado, entra en juego el otro sistema que utiliza las NADPH oxidasas
endoteliales para producir H,O, que actiia como un potente vasodilatador fisiol6gico
(Meulemans, 2005), por lo que existe un cambio adaptativo a la capacidad de la eNOS
para sintetizar NO como se ha discutido previamente. También se demuestra en el
presente trabajo que existe una alteracién de la via de la eNOS al observar una
disminucion de la respuesta relajante del abridor de canales mitoKarp BMS191095. La
vasodilataciéon peneana mediada por NO derivado tanto del endotelio como de los
nervios esta profundamente alterada (Prieto et al., 2010; Sanchez et al., 2012b; Villalba
et al., 2009) y asociada a la DE en la obesidad (Wingard et al., 2007), debido al estrés
oxidativo y a los niveles altos de ROS que inactivan el NO. Como hemos demostrado en
esta Tesis Doctoral, la activacion selectiva de los canales mitoKare produce relajacion
mediada por NO endotelial en las arterias peneanas, y esta relajacion esta alterada en
ratas HFD, de acuerdo con lo descrito previamente en arterias cerebrales de ratas con
obesidad inducida por dieta (Katakam et al., 2009). En el lecho arterial cerebral, se ha

demostrado que ademas de la alteracion de la relajacién mediada por NO, se produce
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una reduccion significativa de la despolarizacién y de las sparks de calcio activadas por
los abridores de los canales mitoKare en las células de masculo liso arterial, lo que
conlleva una menor activacion de los canales BKca y de la vasodilatacion inducida por
BMS191095 (Katakam et al., 2014). Nuestros resultados indican que la alteracion de los
canales mitoKarp puede contribuir a la disfuncion mitocondrial peneana y limitar los
mecanismos arteriales de proteccion frente a la isquemia en la obesidad inducida por

dieta.

Las complicaciones cardiovasculares asociadas a la diabetes y a la obesidad
estdn estrechamente relacionadas con la resistencia a la insulina y la disfuncién
endotelial (Prieto et al., 2014). Por otro lado, la obesidad y la diabetes son condiciones
metabdlicas en las cuales la elevada demanda en la sintesis de proteinas sobrepasa la
capacidad del RE de plegamiento y de maduracién post-translacional de proteinas,
activando la UPR (Cybulsky, 2017; Guo et al., 2023). Esta respuesta reduce la carga de
plegado del RE reduciendo la sintesis proteica y el transporte proteico al RE (Guo et al.,
2023; Hetz & Papa, 2018). Si el estrés del RE se prolonga cronicamente y la UPR falla
a la hora de restaurar la homeostasis del RE, sobreviene el estrés del RE asociado a la
inflamacion celular y la apoptosis (Maamoun et al., 2019b). La UPR opera a través de la
activacion de tres sensores unidos al RE: la cinasa PERK que atenua la traduccién del
ARNm y reduce la carga del RE, el factor de transcripcion ATF6 que induce la expresion
de genes de respuesta al estrés de RE especialmente chaperonas como el BiP para
ayudar en el proceso correcto de plegamiento de proteinas, y la enzima IRE1a que
estimula en Ultima instancia la transcripcion de genes que codifican chaperonas
moleculares y proteinas de la maquinaria de degradacion del RE de proteinas mal
plegadas; cuando la UPR falla, es la IRE-1 a la enzima que activa las vias apoptéticasy
la inflamacién (Marciniak & Ron, 2006). Las chaperonas luminales del RE, en particular
BiP/GRP78 mantienen los tres sensores de estrés del RE inactivos, y cuando se
acumulan las proteinas no plegadas BIP se aisla del dominio luminal de los sensores

para su activacion y mantener asi la homeostasis (Tripathi & Pandey, 2012).

Se ha demostrado que existe un incremento en la expresion de marcadores del
estrés del RE en higado y tejido adiposo tanto en ratones con obesidad genética como
en aquellos en los que se establecié un modelo de obesidad inducido por dieta alta en
grasa, que incluyen un incremento en las formas fosforiladas PERK y elF2a (Ozcan et
al., 2004). Los resultados del presente estudio demuestran que la disfuncién endotelial
peneana de ratas HFD se asocia con un incremento significativo de la expresion de los
marcadores de estrés del RE en el tejido eréctil, especificamente de la forma fosforilada

de elF2a, factor activado por fosforilacién por la cinasa PERK, lo que contribuye a
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reducir la carga del RE, y del ATF6 que activa la sintesis de chaperonas y la cascada de
sefializacion apoptotica. Aunque hay una disminucion de forma fosforilada de la PERK
se sabe que existen otras quinasas responsables de la fosforilacion de elF2a (Rojas et
al., 2010). El notable incremento de ATF6 a coincide con experimentos realizados por
Sharma y colaboradores en los que se observé un incremento de la expresion de ATF6
o en muestras de hepatocitos y adipocitos de pacientes obesos (Sharma et al., 2008).
La expresion de BiP no reflejo apenas cambios entre el modelo HFD y el control, en
algunos articulos se menciona que la expresion de BiP se encuentra mas marcada en
modelos en los que se ha establecido el sindrome metabdlico o en diabetes (Girona et
al., 2019).

5.3. DISFUNCION ENDOTELIAL, ALTERACION DEL METABOLISMO REDOX
Y DISFUNCION MITOCONDRIAL PENEANA EN EL ESTRES DEL RE
INDUCIDO POR TUNICAMICINA

Se ha sugerido que el estrés del RE es el vinculo entre resistencia a la insulina,
estrés oxidativo y disfunciéon endotelial (Maamoun et al., 2019a). Con el fin de clarificar
la participacion del estrés del RE en la disfuncion endotelial y las alteraciones vasculares
asociadas a la obesidad inducida por dieta encontradas en el tejido eréctil de ratas HFD,
se estableci6 un modelo en rata de estrés del RE inducido quimicamente con
tunicamicina. En cuanto a los valores de los marcadores de estrés del RE, la expresion
de la forma fosforilada de PERK, del factor de transcripcion ATF6a y de la forma
fosforilada de la enzima IRE1a estuvo significativamente incrementada en tejido eréctil
de ratas tratadas con tunicamicina, lo que indica la activacién de las tres vias que operan

en la respuesta UPR y confirma el estrés del RE en el modelo.

El estrés del RE provoca una disrupcién en la homeostasis del Ca?*, regulador
clave del tono vascular (Zavadskis et al., 2024). En experimentos realizados en miografo
con arterias provenientes de biopsias del gliteo de pacientes con arteriopatia cerebral
autosémica dominante e infartos subcorticales y leucoencefalopatia, en las cuales se
observo la expresion de marcadores del estrés del RE, se vio reflejada una disminucion
de la vasoconstriccion con Phe (Neves et al., 2019). Asi como también se observé en
dicho trabajo (Neves et al., 2019) un aumento de la actividad Rho-cinasa y una
disminucién en las corrientes transitorias de Ca?*, lo que segun los resultados obtenidos
refleja una disminuciéon del Ca?* citosélico. En muestras de tiras hepéticas de rata
tratadas con tunicamicina se observé también una disminucion de los niveles vasculares
de Ca?* (Zavadskis et al., 2024).
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Los datos obtenidos en el presente estudio demuestran una inhibicion en la
vasoconstriccion a-adrenérgica en las arterias peneanas del modelo de estrés del RE lo
gue concuerda con los resultados obtenidos en trabajos previos (Neves et al., 2019).
Esto podria deberse a una disminucién de los niveles Ca?" intracelulares como se ha
visto experimentos realizados con tunicamicina (Zavadskis et al., 2024). Aun asi, se

requeririan mas estudios para confirmar esta teoria.

Furmanik y colaboradores han demostrado que el estrés del RE es una respuesta
al estrés celular que conduce a un cambio fenotipico en el VSM (Furmanik etal., 2021).
La proteina homéloga de C/EBP (CHOP) es uno de los efectores de UPR inducida por
ERE, la cual es capaz de promover la proliferacion celular en VSM (Guo etal., 2023; Zhou
et al., 2015). Cuando la expresibon de PERK y CHOP es alta, se promueve la
transformacién de VSM de un fenotipo contractil a un fenotipo sintético queconduce al
aumento de la resistencia vascular y a procesos patolégicos como lahiperplasia de la
intima y la aterosclerosis (Renna & Miatello, 2013; R. Zhang et al., 2020).

Los datos del presente estudio demuestran disfuncién endotelial peneana en el
modelo de estrés del RE inducido por tunicamicina, como se deduce de la reduccién de
la respuesta relajante a la acetilcolina en arterias peneanas de ratas tratadas con
tunicamicina, y también de las relajaciones inducidas por el agonista B-adrenérgico
isoprenalina, que induce vasodilatacion en parte por activaciéon de la via endotelial
PI3K/NOS/NO endotelial. La disfuncién endotelial se caracteriza por una reduccion en la
sintesis y biodisponibilidad de NO, acompafiada de incremento del estrés oxidativo yde
la expresién de moléculas de adhesién y pro-inflamatorias (Prieto et al., 2014). En
pacientes con diabetes, el estrés del RE se encuentra asociado a una disminucién de la
biodisponibilidad del NO (Ruan et al., 2021; Sheikh-Ali et al., 2010). Cuando se produce
el estrés del RE, IRE1a activa cJNK a través de la via de sefalizacion de la insulina,
produciéndose una reduccion en la produccion de eNOS y NO (Andreozzi et al., 2007;
Ruan et al., 2021). Cuando el ERE persiste, se expresan proteinas que favorecen la
apoptosis como es el caso de CHOP. CHOP-10 es un regulador negativo de C/EBP, y
este ultimo ha sido identificado como un elemento de respuesta identificado en el gen
promotor de eNOS (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999). La expresion de CHOP-10 se
encuentra incrementada en el modelo de rata diabética con estreptozotocina, por tanto,
inhibiendo la expresién de eNOS (Ruan et al., 2021). Ademas, en células en condiciones
de ERE, TNFa induce la expresion de miR155 que reduce la expresion de eNOS
uniéndose a 3'UTR, afectando a la vida media del RNA de eNOS y con ello a la

subsecuente produccion de NO (Lee et al., 2013; Ruan et al., 2021). En un estudio
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realizado por Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2018) en el modelo diabético de rata
inducido por estreptozotocina tratadas con danshen (salvia roja) se observd una
reduccion en la produccion de los niveles de ROS, asi como de los niveles de CHOP y
Grp78, biomarcadores del estrés del RE. Esto se tradujo en una mejora de la funcion
eréctil aumentando los tiempos de ereccion en las ratas tratadas frente a las ratas
diabéticas no tratadas. Un estudio reciente realizado por Guo y colaboradores (2023) ha
demostrado que el estrés del RE se encuentra involucrado en la disfuncién eréctil
causada por el dafio en el cuerpo cavernoso que se produce en muchos pacientes tras
una cirugia por cancer de prostata.

A nivel vascular, se ha demostrado que el estrés del RE induce disfuncion
endotelial asociada a un descenso de la biodisponibilidad de NO en aorta y arterias
mesentéricas de resistencia de ratones hipertensos (Kassan et al., 2012) y de un modelo
de estrés del RE inducido por tunicamicina, y en ratones con obesidad inducida por dieta
(Cheang et al., 2014) asociados a un descenso en la fosforilacion de la eNOS, y de la
produccion endotelial de NO e incremento de la actividad del TFG-B1. El inhibidor del
estrés el reticulo TUDCA (&cido tauroursodeoxicélico), redujo la inflamacion y mejoro la
neovascularizacion y el flujo sanguineo en un modelo en ratdén de diabetes tipo Il (Amin
et al., 2012).

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman que la disfuncion
endotelial asociada al estrés del RE inducido quimicamente en arterias peneanas es
debida en parte a la reducciéon en la biodisponibilidad de NO como, demuestra la
alteraciéon de las relajaciones al agonista endotelial acetilcolina que dependen
principalmente de la liberacion NO endotelial (Villalba et al., 2009). Se ha descrito que el
estrés oxidativo vascular en condiciones de estrés del RE, ya sea en modelos de
hipertension/diabetes o en el modelo de tunicamicina, procede de la produccion de ROS
por parte de las enzimas Nox (Nox2 y Nox4) (Galan et al., 2014; Kassan et al., 2012), lo
que estaria de acuerdo con nuestros resultados que demostran que la apocinina,
inhibidor no selectivo de la Nox pero con mayor afinidad por la Nox2, mejora
notablemente la disfuncién endotelial de las arterias peneanas. Ademas, existen varios
trabajos que respaldan que los niveles de las Nox se ven incrementados en condiciones
de estrés del RE (Chen et al., 2008; Li et al., 2010, 2010; Santos et al., 2009; Wu et al.,
2010). En células endoteliales coronarias con induccion quimica del estrés del RE e
incremento de la forsforilacion de PERK y de la expresion de AT6a, como en el CC de
ratas tratadas con tunicamicina en nuestro estudio, el estrés oxidativo estuvo asociado
a una marcada regulacién al alza de las enzimas Nox2 y Nox4 junto con un descenso

marcado de la actividad de la NOS (Galan et al., 2014). Por otra parte, la deficiencia de
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la subunidad funcional de la Nox2 p47phx en ratones evitd la disfuncion endotelial
provocada por el estrés del RE (Galan et al., 2014). Ademas, tanto la Nox1 como la Nox4
estuvieron reguladas al alza en aorta y arterias mesentéricas tratadas con tunicamicina
(Kassan et al., 2012).

En los desdrdenes metabdlicos, la interaccion entre el RE y la mitocondria es una
de las causas del estrés oxidativo mitocondrial y de la subsiguiente alteracion de la
funciébn mitocondrial (Safiedeen et al., 2016). En el presente estudio, se evalud la
contribucién del estrés oxidativo mitocondrial a la disfuncion endotelial de las arterias
peneanas de ratas con estrés del RE, observandose que la pérdida del componente
H.O, vasodilatador contribuia también a la disfuncion endotelial, como se deduce de la
falta de efecto inhibidor del antioxidante mitocondrial mitoTempo sobre las relajaciones
inducidas tanto por la acetilcolina como por la isoprenalina, a diferencia de lo que ocurre
en las arterias control. Ademas, la pérdida de la vasodilatacion endotelial mediada por
H.0O,se acompafia de una reduccion de los niveles de superéxido y del H.O, mitocondrial
a pesar de que la expresion de la Nox4, enzima mitocondrial productora de H20:
mitocondrial productora de H.0,, esta incrementada. Sin embargo, los niveles de la
enzima MnSOD, que cataliza la dismutacion de superdxido en oxigeno y H,O; estan
significativamente reducidos, lo que explicaria la reduccion de los niveles de H.O; en las

arterias peneanas de ratas con estrés del RE.

Si bien los mecanismos de activaciéon de la respuesta a las proteinas mal
plegadas (UPR) que desencadena las vias apoptéticas en el estrés del RE estan
claramente establecidos, los eventos metabdlicos que tienen lugar durante la fase
adaptativa de estrés del RE son menos conocidos. En el presente trabajo demostramos
gue las arterias peneanas del modelo de estrés del RE inducido por tunicamicina
presentan un incremento de la respiracion mitocondrial basal, asi como del consumo de
oxigeno para la sintesis de ATP, y un marcado incremento de la actividad glucolitica
como se deduce del aumento de la tasa de acidificacién extracelular, coincidente con los
niveles elevados de lactato en sangre. Asociados a estos resultados, hemos demostrado
una reduccion en los niveles de ROS mitocondriales que podria explicarse como
consecuencia de esta respuesta adaptativa de la célula al estrés del RE que consiste en

un aumento de la bioenergética mitocondrial con el fin de reducir laproduccion de ROS.

Asi, de acuerdo con los trabajos realizados por Bravo y colaboradores (2011)

Knupp y colaboradores (2019) la activacion de la respiracion mitocondrial formaria parte
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de la respuesta adaptativa al estrés del RE, como se ha demostrado en levaduras y
células de mamiferos con estrés del RE inducido por tunicamicina. Esta respuesta
favorece un mayor consumo de O; que reduce la acumulacion de ROS y promueve la
supervivencia de la célula. Durante el estrés del RE, el Ca?" es liberado del RE y entra
en la mitocondria con el fin de incrementar la respiracion y por tanto la produccién de
ATP ya que hay una mayor demanda de ATP por parte del RE dado que la actividad de
las chaperonas se encuentra incrementada. Este movimiento de Ca?" hacia la
mitocondria regula la fosforilacién oxidativa incrementando la actividad de la cadena
respiratoria y el potencial de membrana mitocondrial, e inicialmente representa una
respuesta adaptativa al estrés del RE (Alevriadou et al., 2021; Bravo et al., 2011; Knupp
et al., 2019; Vannuvel et al., 2013). En los trabajos realizados por Knupp y colaboradores
se ha visto que el marcador del estrés del RE IRE1a y la calcineurina contribuyen a la
respuesta mitocondrial frente al estrés del RE, ambas proteinas son necesarias para una
respuesta adaptativa al exceso de Ca?* que entra en la mitocondria, asi como para
regular la actividad del componente de la ETC mitocondrial citocromo ¢ oxidasa que
contribuye a la prevencion de ROS (Knupp et al., 2019). Ademas, los marcadores del
estrés del RE ATF6 y ATF4 controlan la expresion de PGC1a el cual tiene un papel muy
importante en la regulacién de la biogénesis mitocondrial, ligando la UPR con la
regulacién de genes que participan en el metabolismo celular (Knupp et al., 2019; Senft
& Ronai, 2015).

Por tanto, los resultados del presente estudio demostrando un incremento de la
bioenergética mitocondrial en arterias peneanas de ratas tratadas con tunicamicina,
representarian las bases metabdlicas de la adaptacion arterial ante la respuesta de

estrés del RE, como se ha demostrado previamente en células aisladas.
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VI. CONCLUSIONES






En el presente estudio se han evaluado los efectos de los abridores de canales mitoKarp
en las arterias peneanas, asi como el papel de la mitocondria y del estrés del RE en la
disfuncién vascular peneana asociada a la obesidad. De los resultados obtenidos se

pueden deducir las siguientes conclusiones:

1. La apertura de los canales mitoKate regula el tono arterial peneano en
condiciones fisioldgicas a través de la participacion del endotelio vascular, y la
liberacion de NO a través de la via de la PI3K/Akt, que a su vez relaja el musculo

liso vascular via activacion de canales mitoKarpy canales BKca.

2. La activacion de los canales mitoKarp conlleva una disminucién de la respiracion
basal mitocondrial, del consumo de oxigeno para la sintesis de ATP y de la
actividad glucolitica, efectos mediados en parte por la liberacion de NO. En
ausencia de NO enddgeno, la apertura de canales mitoKarp produce una
disminucion de la capacidad respiratoria de reserva, asi como de la respiracion

maxima.

3. EI NO exd6geno tiene un efecto dual sobre las arterias peneanas, por una parte,
inhibiendo la respiracion basal mitocondrial y el consumo de oxigeno destinado
ala sintesis de ATP, y por otra parte aumentando la respiracion maxima asi como

la capacidad respiratoria de reserva.

4. La apertura de los canales mitoKare reduce la produccion de ROS,

independientemente de la produccion de NO

5. La obesidad inducida por dieta produce disfuncién endotelial en las arterias
peneanas, asi como una inhibicion de la regulacion del tono arterial peneano

mediada por los canales mitoKarp.

6. Los niveles de ROS mitocondriales y la liberacion de H,O; vasodilatador estan
incrementados en las arterias peneanas de animales obesos, incremento
asociado a la regulacion al alza en el endotelio de la enzima mitocondrial Nox4,
constituyendo un mecanismo compensador a la disfuncién endotelial debida a la

disminucion de la biodisponibilidad del NO.
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7.

10.

11.

Los parametros bioenergéticos, respiracion basal, consumo de ATP, fuga de
protones y respiracion no mitocondrial, estan disminuidos en arterias peneanas
de ratas obesas, como se ha descrito para el musculo esquelético y cardiaco en
el curso de alteraciones metabdlicas con exceso de sustratos energéticos y
asociadas al incremento de H20..

La respuesta del estrés del RE se encuentra activada en el tejido eréctil de ratas
obesas, como indica el incremento en la expresion de los marcadores pelF2a,
AT6a

En condiciones de estrés del RE inducido quimicamente, la disfuncion vascular
peneana se manifiesta por una reduccién de la vasoconstriccidn arterial y por

una disfuncién endotelial.

La disfuncién endotelial inducida por estrés del RE se debe a un descenso de la
vasodilatacion mediada por NO asociado a ROS derivados de la Nox, y a una
reduccion del H,O; vasodilatador.

El estrés del RE incrementa los pardmetros bioenergéticos, consumo de oxigeno
y actividad glucolitica, lo que probablemente representa una respuesta
adaptativa que favoreceria un mayor consumo de O reduciendo la acumulacién

de ROS y promoviendo la supervivencia de la célula.
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Conclusién final

De los resultados obtenidos podemos concluir que la activacion de los canales mitoKarpe
acopla el flujo sanguineo y el metabolismo mediante la vasodilatacion dependiente de la
via eNOS/NO vy la reduccién del consumo de oxigeno en las arterias peneanas, lo que
sugiere que dichos canales pueden proteger el tejido eréctil frente el dafio isquémico, y
se presentan como una posible diana terapéutica para la disfuncién eréctil. La
mitocondria y el estrés del RE juegan un papel clave en la patogénesis de la disfuncion
vascular asociada a la obesidad. La obesidad afecta la funcién relajante de los canales
mitoKare, reduce la bioenergética mitocondrial y promueve un mecanismo adaptativo
como respuesta a la disminucién de la relajacién endotelial dependiente de NO mediante
un incremento de H:O. vasodilatador de origen mitocondrial. La obesidad activa la
respuesta de estrés del RE, que conduce inicialmente a un incremento compensador de
la respiracion mitocondrial y la glucdlisis, que contribuye a la disfuncion endotelial por el
estrés oxidativo dependiente de Nox y disminucion de la biodisponibilidad del NO. Los
inhibidores del estrés del RE representan una posible alternativa terapéutica en la
disfuncion eréctil asociada a la obesidad.
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